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El amor es sufrido, es benigno; el
amor no tiene envidia, el amor no es

jactancioso, no se envanece; no hace
nada indebido, no busca lo suyo, no se
irrita, no guarda rencor; no se goza de
la injusticia, mas se goza de la verdad.

Todo lo sufre, todo lo cree, todo lo

espera, todo lo soporta.
1 Corintios 13:4-7
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud recientemente publicé una lista de las bacterias que se
han hecho multirresistentes a los antibidticos, tiene una clasificacion que engloba a las de
prioridad critica, elevada y media. La prioridad critica incluye a las bacterias multirresistentes
que son especialmente peligrosas en hospitales, residencias de ancianos y entre los
pacientes que necesitan un ventilador para poder sobrevivir, la bacteria objeto en este

estudio es Klebsiella pneumoniae y es considerada de situacion critica.

K. pneumoniae es una bacteria gramnegativa, de la familia Enterobacteriaceae, tiene forma
de bacilo, anaerobia facultativa, tiene una capsula y es inmoévil. Su mecanismo de
transmision es por contacto y como permanece mucho tiempo en las manos puede llegar a
diseminarse por varios pacientes, diferentes salas y hasta en paises, sobre todo por su
resistencia a la desecacion conferida por la capsula que la protege. Como ya se ha
mencionado es una bacteria muy resistente a los antibidticos en especial a los
carbapénemicos y a las cefalosporinas, principalmente por la produccion de enzimas
f-lactamasas, las cuales pueden romper el anillo f-lactamico de los antibidticos haciéndolos
ineficaces en su labor y evitando que se elimine la bacteria. Esto provoca la necesidad de
conocer cuales son los mecanismos de resistencia con los que cuentan las bacterias ya que
los pacientes se estan quedando sin opciones de tratamiento para atacar la infeccion,

haciendo imposible su recuperacion.

En el Hospital Infantil de México Federico Gomez se han aislado 96 cepas de Klebsiella
pneumoniae en un periodo de 2 anos. Estas fueron obtenidas de pacientes hospitalizados en
la unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN) y estan relacionadas a infecciones

asociadas a la atencion en salud (IAAS).



El estudio se enfocd en determinar los genes de resistencia mas frecuentes en las cepas
aisladas. Lo que puede auxiliar al desarrollo de estrategias para el control de infecciones
adquiridas en el hospital; ya que al conocer los mecanismos de resistencia que utilizan estas

bacterias se evitaran tratamientos inadecuados para este tipo de infecciones.



MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de la familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae esta formada por un grupo grande y heterogéneo de bacterias,
bacilos gramnegativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos, catalasa variable
(por lo comun positiva), capsula variable y movilidad variable, temperatura optima de
crecimiento 37°C, reduccién de nitratos variable (la mayoria positivo). Reciben su nombre,
por la localizacion habitual como sapréfitos en el tubo digestivo, aunque se trata de
gérmenes ubicuos, se encuentran de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi
como formando parte de la flora intestinal normal de muchos animales, ademas del hombre,

Estas bacterias infectan sitios especificos mas frecuentemente (Cuadro 1)" 2,

Cuadro 1. Localizacion de las infecciones por las enterobacterias mas frecuentes en el cuerpo humano'

Localizacién Bacterias mas frecuentes
SNC Escherichia
Tracto respiratorio inferior Klebsiella, Enterobacter, Escherichia
Torrente sanguineo Escherichia, Klebsiella, Enterobacter
Tracto digestivo Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia

Escherichia, Proteus, Klebsiella,
Tracto urinario

Morganella




Estructura

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microrganismos con forma de baston, por
lo general de 1-3 um de largo y 0.5 um de diametro. Como en otras bacterias gramnegativas,
su envoltura celular se caracteriza por una estructura multilaminar (Figura 1). La membrana
interna (o citoplasmatica) consiste en una doble capa de fosfolipidos que regula el paso de
nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La capa siguiente, o capa externa, consiste en un
peptidoglucano delgado junto con un espacio periplasmico que contiene una elevada
concentracion de proteinas. La membrana externa compleja consiste en otra doble capa de
fosfolipidos que incluyen lipopolisacaridos (LPS) que son un importante factor de virulencia
de estas bacterias, las lipoproteinas a su vez estan fijadas al peptidoglucano, proteinas
porinas multiméricas que facilitan el paso de diversas sustancias, incluidos los antibiéticos
f-lactamicos y otras proteinas de la membrana externa. El LPS tiene tres dominios
principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido fosforilado central (core) y las cadenas
laterales de oligosacarido de repeticién. El lipido A, también conocido como endotoxina, es la
parte biolégicamente activa de la molécula que el huésped reconoce. El oligosacarido de
repeticion unido al LPS se conoce como antigeno O. Este antigeno es la base para la

clasificacion de los serogrupos’.



Figura 1. Estructura de la familia Enterobacteriaceae y sus componentes mas importantes1.
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2.2. Klebsiella pneumoniae
2.2.1 Generalidades

El género Klebsiella recibio ese nombre en honor a Edwin Klebs, un microbiélogo aleman de

fines del siglo XIX°.

Klebsiella pneumoniae es una bacteria que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es
gramnegativa (Figura 2). Es un bacilo, anaerobio facultativo, no tiene movilidad y esta
encapsulada®. Esta ampliamente esparcida en el ambiente, presente de manera especial en
las superficies de mucosas de mamiferos, en los seres humanos coloniza nasofaringe y el

tracto gastrointestinal, pero también se ha encontrado en tracto urinario*”.



Figura 2. Tincién de bacterias gramnegativase.
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Es un patégeno oportunista, tiene como factores de virulencia endotoxinas, la cual facilita su
multiplicacién en tejidos del hospedero®*, puede permanecer en las manos porque tiene
diferentes propiedades como resistir la desecacion puesto que tiene una capsula hidrdfila
que la protege, asi como de la fagocitosis por los polimorfonucleares y macrofagos y de los
bactericidas, esta capsula esta hecha de polisacaridos complejos y tiene subunidades
repetidas de 4 a 6 azucares, ademas de acidos urdnicos con carga negativa. Puede estar
sujeta al hospedero por medio de adhesinas y fimbrias no flagelares que se encuentran en la
superficie del hospedero, tiene un antigeno O que la protege del complemento. Secreta
sideroforos, su funcion es quelar el hierro y es esencial para el crecimiento bacteriano, lo que
provoca que asegure su nutricion®. Aunado a esto, tiene mas mecanismos de resistencia los

cuales se explicaran con mayor detenimiento en otro apartado.



Se recupera con mayor frecuencia de muestras clinicas, produce una neumonia clasica
primaria®. Sabemos que la resistencia bacteriana esta en incremento y es un problema serio,
de acuerdo a diferentes informes internacionales y locales, uno de los principales agentes
aislados es Klebsiella pneumoniae y esta relacionada a infecciones asociadas a la atencion
en salud (IAAS), porque es un microorganismos que se adapta muy bien en un hospital. Esto
se debe a que sobrevive mucho tiempo en las manos del personal de salud (por las
caracteristicas ya mencionadas), facilitando la diseminacion entre los pacientes, ciudades y

paises”.

Los pacientes mas susceptibles son los hospitalizados en unidades de cuidados intensivos
(UCI) con un tratamiento con antibiéticos de amplio espectro’, los neonatos, los
inmunocomprometidos y los que tienen enfermedades debilitantes como diabetes mellitus y
enfermedad obstructiva crénica, provoca complicaciones a los pacientes con insuficiencia
renal®***®. K. pneumoniae productora de BLEE (f-lactamasa de espectro extendido), se ha
aislado con mayor frecuencia en UCI neonatal y pediatrica®, como es una bacteria

multiresistente a antibiéticos tiene una tasa de mortalidad y morbilidad alta.

Para poder identificar a K. pneumoniae, se empieza con una tincion de Gram (Figura 2),
enseguida se observa la morfologia colonial; en agar sangre son colonias grandes, gris mate,
mucoides, esto se debe a la capsula®. La identificacion definitiva se realiza mediante pruebas
bioguimicas (Anexo |) ya sean caseras o sistematizadas como el sistema Vitek®, en este

trabajo se realiz6 la identificacion por los dos métodos.



2.2.3 Cuadro clinico

La neumonia tiende a ser destructiva, con necrosis y hemorragia extensas, y conduce a la

produccion de esputo que puede ser viscoso, mucoide y rojo ladrillo o fluido®.

En los casos graves se pueden observar abscesos pulmonares, enfermedad cavitaria
cronica, hemorragia interna y hemoptisis, aparte puede producir infecciones extrapulmonares
como enteritis y meningitis en neonatos, infecciones de las vias urinarias en nifos y adultos,
infecciones en pacientes con quemaduras, infecciones intra-abdominales asi como una

bacteriemia primaria para después se agrave a una septicemia>'*"".

Un trabajo realizado en el Hospital Infantil de México Federico Gomez, reporta que las
caracteristicas clinicas encontradas en una sepsis neonatal debida a K. pneumoniae son
fiebre, taquicardia, cambios en la coloracion de la piel por la hipoperfusion tisular y
alteraciones en el esfuerzo respiratorio. Los resultados de los analisis clinicos muestran

leucocitosis, bandemia, trombocitopenia y alteraciones en el equilibrio acido-base’.



2.3 Tipos de antibiéticos
Historia de los antibioticos

Como se sabe K. pneumoniae es una bacteria patdégena bien reconocida, por ello es que se

requieren diferentes antibioticos para evitar que produzca mas dafio.

Un antibidtico, esta definido como toda aquella sustancia que elimina o inhibe el crecimiento

de un microorganismo'>.

El descubrimiento de la penicilina se atribuye a Alexander Fleming quien, en septiembre de
1928, observo que el crecimiento de Staphylococcus aureus se inhibia ante la presencia del
hongo Penicillium notatum'. Fue hasta el afio de 1939 cuando H. Florey y E. Chain lograron
aislar de dicho hongo un compuesto ahora conocido como penicilina y lo usaron para tratar
con éxito infecciones bacterianas. Desde entonces la penicilina ha sido de gran valor y

gracias a ella vidas humanas han sido salvadas™.

En aquellos afios, a pesar de la gran efectividad de la penicilina, la busqueda de nuevos
compuestos antimicrobianos continué activamente y para el afio de 1950 el arsenal
antibacteriano de la humanidad contaba ya con tres antibidticos mas: la estreptomicina, el

cloranfenicol y la tetraciclina™.

En paralelo con el descubrimiento de antibiéticos naturales, la carrera de los antibidticos
obtenidos por sintesis quimica continu6 a través del camino iniciado por las sulfonamidas y
sus derivados. La posibilidad de aislar el nucleo quimico 6-aminopenicilanico (6-APA)
permitié, mediante la incorporacion de distintas cadenas laterales, iniciar el largo proceso de

las penicilinas semisintéticas que comenzaron la meticilina en 1960 y la ampicilina en 1961



Como se sabe, los antibidticos tienen diferentes estructuras quimicas, lo que conlleva a tener
diversos antibidticos como los macrolidos, quinolonas, tetracilinas y f-lactamicos. En este
trabajo describimos a los f-lactamicos, ya que se enfocd en la busqueda de genes que

codifican para enzimas que rompen y destruyen su estructura quimica.

Antibioticos p-lactamicos

» Clasificacion y estructura quimica.

Estos antibidticos tienen un anillo p-lactdmico (Figura 3), este determina el mecanismo de
accion el cual es la inhibicion de la sintesis de la pared celular, tiene poca toxicidad ya que la
pared celular no se encuentra en células eucaritticas. Sin embargo para que el f-lactamico
sea activo, es importante que esté unido a otros radicales, que por lo general también son

anillos™.

La union a diferentes estructuras quimicas, ya sea cadenas lineales o anillos, modifica las
propiedades del compuesto resultante y da lugar a diferentes grupos de antibioticos

p-lactamicos (Figura 3): como son penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,

monobactamas e inhibidores de las f-lactamasas (Cuadro 2).
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Figura 3. Estructura quimica del anillo f~-lactamico asi como de los diferentes tipos de antibiéticos que

tienen en su estructura un anillo ﬂ—lactémico“.

Anillo betalactdmico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —= GRUPO ANTIBIOTICO
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R, S
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S
R~ N .
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O{/ N \R
~R
R\
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-
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P
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Anillo oxazolidinico Clavamoloxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
-
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Cuadro 2. Clasificacion de los antibiéticos S-lactamicos y ejemplos de cada una de las diferentes

clasificaciones™.

B—lactdmicos

Penicilinas

Sensibles a
betalactamasas
como ampicilina

Resistentes a
betalactamasas
como meticilina

Primera
generacidon como
cefradina

Cefalosporinas

Segunda
generacidon como
cefuroxima

Tercera
generacion como
ceftriaxona

Carbapenémicos

Imipenem

Monobactdmicos

Aztreonam
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» Farmacocinética y farmacodinamia de los g-lactamicos.

Tras ser administrados via intravenosa alcanzan con rapidez concentraciones plasmaticas
elevadas, pero la semivida de eliminacién de la mayoria de los f-lactamicos es baja, por lo

que se debe administrar varias veces al dia™.

Las sustancias nativas se absorben poco o nada por via digestiva ya que el acido clorhidrico
las degrada, la presencia de alimento retrasa y disminuye la absorcidn, que se produce a la
altura de la primera parte del duodeno. La unién a proteinas es variable y solo la porcion libre
es activa, tienen una distribucion corporal amplia, con concentraciones séricas y tisulares
adecuadas en la mayoria de los tejidos, incluidos la bilis y el liquido sinovial; atraviesan sin
problemas la barrera placentaria, pero no penetran adecuadamente ni en el sistema nervioso
ni en el ojo. Casi no hay metabolismo, se encuentra en su forma activa hasta que es filtrado

por el glomérulo y secrecion tubular para ser eliminado'.

Los p-lactdmicos son antibiéticos de actividad bactericida lenta independientemente de la
concentracion que se encuentra en el plasma, hace efecto siempre y cuando sobrepase la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de la bacteria, un dato importante es que este tipo de
antibidticos solo ejercen su actividad cuando los microorganismos estan en su fase de
crecimiento. En algunos casos al antibiotico se le agrega un inhibidor de p-lactamasas; que
son moléculas con una afinidad elevada contra estas enzimas, su enlace es irreversible y asi
evitan la inactivacion del anillo p-lactdmico. Unos ejemplos de estos son el acido clavulanico,

sulbactam y tazobactam™.
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Mecanismo de accién de los antibiéticos S-lactamicos'

Inhibicién de la
sintesis de la
pared bacteriana

2

Las bacterias
gramnegativas  tienen
una pared mas fina,
esta formada por una
membrana externa de
lipidos y proteinas, de
una capa interna
delgada de
peptidoglucano.

ii Induccion de la
< > autolisis bacteriana.

v

El anillop-lactamico El antibidtico
presenta una similitud a una activa una
parte del pentapéptido y esta autolisina

parte se une a las enzimas bacteriana

PBP (Proteinas de unién a la endogena y
penicilina), por ese motivo el esta destruye el
antibiético se une a las peptidoglucano.

enzimas en forma covalente

e impide la sintesis de la
pared celular. g

Sin la pared, la bacteria queda

El peptidoglucano esta constituido por largas expuesta al medio y entonces
cadenas por repeticion de acido N- acetilmuramico muere la bacteria por los
y N-acetilglucosamina, el acido muramico fija cambios de la presion oncotica.
cadenas de tetrapéptidos que se unen entre si y

forman una malla, para finalizar la sintesis, pasa @

de los tretapéptidos a pentapéptidos con la ayuda

de unas enzimas que se llaman transpeptidasas o Por eso el antibidtico funciona
PBP (proteina ligada a la penicilina). s6lo cuando la bacteria esta en

fase de crecimiento.
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2.4Mecanismos de resistencia

Como se mencion6 en el apartado anterior, los antibidticos pueden eliminar o detener la
reproduccion de una bacteria, sin embargo las bacterias se adaptan a cualquier cambio y

crean resistencia a antibioticos.

La resistencia antibiética se puede definir como lo dice Troncoso: “la capacidad de un
microorganismo para sobrevivir en presencia de un compuesto toxico (antibidtico o

antiséptico), permitiendo que las bacterias se multipliquen en presencia del farmaco'®.

El incremento de esta resistencia ha sido dado por diversos factores, como la prescripcion y
la venta no adecuada de antibidticos, la ocupacion de estos cuando son enfermedades
virales, no concluir un tratamiento (por parte del paciente). La resistencia es un problema a
nivel mundial ya que, las bacterias presentan diversos mecanismos de resistencia,
agravando la situacion puesto que se estan terminando las opciones de tratamiento, evitando

asi, la mejoria de los pacientes'®"".

Los diferentes mecanismos empiezan desde la parte extracelular hasta llegar a mutaciones

genéticas, enseguida se describen los diferentes tipos (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos de resistencia bacteriana con dependencia a su organizacién estructural y

fisiolégica™.
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Se conocen dos tipos de procesos por las que las bacterias consiguen la resistencia, a)
natural; como una mutacién del gen y que es conocida como transferencia vertical y b)
mediante la adquisicidn de elementos de resistencia de una bacteria a otra y que se llama

transferencia horizontal .
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Principales mecanismos:

¢ Formacion de biopeliculas; Son conjuntos de estructuras de células bacterianas,
dentro de wuna matriz extracelular auto sintetizada y hecha de diferentes
macromoléculas. Esto favorece a que las bacterias empiecen a reproducirse y
secreten una matriz extracelular (formada por diferentes compuestos como
polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas), que permite la proteccion de la célula
bacteriana de los factores nocivos para las bacterias. Esta matriz, envuelve a la
biopelicula evitando que todos los factores que puedan afectar a las bacterias lo
hagan, y también dificulta o impide la accién antibidtica debido a la viscosidad de la
capa pegajosa exterior que impide la difusibn de estos hacia el interior, este
mecanismos es reversible y no es heredado™®.
En Klebsiella pneumoniae uno de sus factores de virulencia es la formacion de
biopelicula'®.

¢ Sistema quorum sensing (QS); es un mecanismo adoptado por los microorganismos
que esta en relacion con la densidad de poblaciéon (quorum sensing sefal) y se utiliza
en comunicaciones célula-célula o por bacterias que se comunican en diferentes fases
de crecimiento. Se dice que QS es uno de los principales mecanismos para la
produccion de biopelicula. Puede estar presente en bacterias de la misma especie o
en diferente.®

¢ Impermeabilidad de membrana; Las bacterias estan rodeadas por una envoltura
celular y su trabajo es regular el paso de sustancias como nutrientes o moléculas de
sefalizacion desde el exterior al interior de la bacteria. Las bacterias gramnegativas
estd conformada por la pared celular, membrana plasmatica y una membrana

externa’®.
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Las bacterias al ver que hay una sustancia que las esta dafiando, ocupan estructuras que
se encuentran en su membrana para poder defenderse e inactivar al farmaco, los

principales mecanismos en esta categoria son:

Porinas de membrana; las porinas son estructuras proteicas y estas regulan la
permeabilidad de la membrana externa por medio de canales abiertos al transito de
agua y esto facilita el transporte pasivo de moléculas hidrofilicas, puesto que
selecciona a las moléculas por carga y tamafo, permitiendo la difusion de muchas
moléculas, incluyendo los antibidticos. Son mas abundantes en las enterobacterias.
Cuando estas cambian su funcionalidad evitan la permeabilidad de los antibidticos
haciendo que no hagan su efecto antibacteriano®.
Bombas de excrecion; son proteinas de membrana y su funcién principal es la
excrecion de sustancias hacia el exterior de la célula, en las gramnegativas se
encuentran en el espacio intermembrana. Como tiene la propiedad de eliminar las
sustancias de la célula, estas incluyen a los antibiéticos, impide tener concentraciones
dptimas para su accion y asi se genera la resistencia'®.

¢ Procesos redox; aparte de la resistencia a partir de la envoltura celular, las bacterias
hacen su resistencia con mecanismos de resistencia a nivel intracelular. Existen
enzimas modificadoras que se llaman grupo transfer o transferasas, otorgan la
capacidad de resistencia porque sustituyen quimicamente de moléculas resistentes,
como son los grupos adenil, fosforil o acetil, se coloquen en la periferia del antibiético

lo que provoca la disminucion de la capacidad de union del farmaco al sitio activo'®.
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¢ Sistemas de proteccion ribosomal; primeramente se dice que el ribosoma es donde se
sintetizan las proteinas en la célula, algunos antibiéticos atacan la sintesis de
proteinas por ese motivo las bacterias a través de proteinas de proteccion ribosomal
(RPP) se resguardan del ataque de la accién de los antibioticos'®.

¢ Modificacién del sitio activo; en este mecanismos las bacterias producen sustancias

metabolicas que compiten por el sitio activo del farmaco'®.

Las bacterias tienen un solo cromosoma, lo que las hace susceptibles a que cualquier
cambio en él, la bacteria se comporte diferente, por eso hay varios mecanismos de mutacién
cromosomales, también se da por la activacién de un gen'® o en el intercambio de material

genético entre bacterias'’. Los siguientes son los mecanismos de transferencia horizontal:

Figura 5. Mecanismos de transferencia horizontal™.

1. Transduccion; transferencia de ADN cromosémico o plasmidico de una bacteria a otra
mediante un bacteriéfago'’. Un plasmido son moléculas circulares de ADN de doble
cadena(Figura 5 recuadro 1)%.

2. Conjugacion; intercambio de material genético entre dos bacterias (donante y
receptor), a través de una hebra sexual o contacto fisico entre ambas (Figura 5

recuadro 2)"".
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3. Transformacién; se puede decir que es una incorporacion a una bacteria de ADN libre
extracelular procedente de la lisis de otras bacterias, se puede dar por una
transposicién; movimiento de un transposon (secuencia de ADN mdévil que se pueden
agregar, ya sea el cromosoma bacteriano o plasmido) puede contener genes para la
resistencia a diferentes antibidticos y otros genes casetes unidos en equipo para
expresion de un alguien en particular (integrones), los integrones tienen tres
elementos necesarios 1) un gen intl que codifica a una integrasa la cual media genes
de integracion de casete y escisidbn en sitios de recombinacién, 2)un sitio de
recombinacion attl donde se encuentran una gran variedad de genes y 3)un promotor
de orientacion externa PC-pant capaz de direccionar la transcripcién. Hay mas de
nueve clases (Figura 5 recuadro 3). Es decir, los genes que codifican a las
p-lactamasas, estan en elementos moviles como casetes, estos a su vez insertados
en integrones de clase 1 o clase 3, que por ende estan dentro de transposones, los

cuales se diseminan en plasmidos conjugativos (Figura 6)'®'7:1921,
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Figura 6. Ejemplo de una movilizacion del gen CTX-M por integroneszz.

Un estudio realizado en Bogota habla que el primer mecanismo que mas ocupan las
bacterias es la inactivacibn de antibidticos por medio de p-lactamasas, seguido por
modificacién del sitio blanco, en tercer lugar la disminucion de la permeabilidad de la pared y

por Ultimo bombas de flujos®.

Para Klebsiella pneumoniae el mecanismo de resistencia mas importante, es el de los genes
que codifican a enzimas que inactivan a los antibiéticos, hay varios tipos un ejemplo seria
resistencia a las quinolonas pero este trabajo se enfocé en las f-lactamasas que van en

contra de los f-actamicos que se describen a continuacion.
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2.5Historia y tipos de p-lactamasas

Después de que se descubriera la penicilina y se diera como método contra las infecciones,
en 1940 se descubrio la resistencia bacteriana cuando Abraham y Chain observaron que en
cultivos de E. coli inactivaban a la penicilina y ahi es donde se conocen las primeras
enzimas, penicilinasas. La primeras f-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se
encontraron por primera vez en Klebsiella pneumoniae, en Alemania, en 1982, en la
actualidad estan esparcidas en muchas regiones del mundo y se sabe que hay mas de 300

variantes, ahora las que mas prevalecen son SHV, TEM y CTX-M>%1024,

Las p-lactamasas, son un grupo muy heterogéneo de enzimas que degradan a los
antibidticos f-lactamicos, en la actualidad hay mas de 700, su estructura estd compuesta por
hojas - plegadas y hélices a, su funcién la realizan en el espacio periplasmico antes de que
llegue el farmaco a su sitio blanco®. La familia Enterobacteriaceae que son asociadas a IAAS

presenta un alta porcentaje para este tipo de mecanismo de resistencia’®.

El mecanismo de estas enzimas consiste en hidrolizar el enlace amida del anillo g-lactamico
ya que se une a €l con un enlace no covalente y asi adiciona una molécula de agua, lo que
provoca la hidrélisis del anillo, lo inactiva y este pierde la funcién de unirse a las proteinas

captadoras de penicilina (PBP)*%.

En el grupo de las enzimas importantes se encuentran las f-lactamasas de espectro
extendido cuya funcién es desactivar antibiéticos como penicilinas, monobactamicos y
cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion, son inhibidas in vitro por el
acido clavulanico y no afectan a las cefamicinas, el segundo grupo de enzimas importantes

son las carbapenemasas®®.
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Se han descrito dos sistemas de clasificacién para estas enzimas; la clasificacion de Ambler
que aparecio en 1980 y se basa en la estructura molecular y la secuencia de aminoacidos
(aa) de las enzimas; los grupos A, C y D tienen en su estructura el aa serina y se llaman por
eso serina- f-lactamasa, los antibidticos a los que atacan son las penicilinas, cefalosporinas
y oxacilina respectivamente. El grupo B se denominan como metalo- f-lactamasa
(metaloenzima es una enzima que utiliza como cofactor un ion metalico y esta fuertemente
retenido) y se diferencia porque utiliza un cofactor (el ion zinc), los antibiéticos sobre los que
ejerce su funcion son penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos pero no sobre los

monobactamicos®.

La clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros surgido en 1995, se basa en las similitudes de la
funcion de las enzimas, la afinidad de las enzimas por diferentes sustratos o en qué tanto

son inhibidas por el acido clavulanico®.
Dentro de todas las p-lactamasas, las que destacan por su interés meédico son:

1) p-lactamasas de espectro extendido (BLEE); grupos 2be, 2ber y 2de.
2) p-lactamasas resistentes a inhibidores; grupo 2br
3) p-lactamasas tipo AmpC; grupo 1

4) Carbapenemasas; grupo 2f, 2df y 3%
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Hay diversos genes que codifican enzimas contra varios antibiéticos, nos enfocaremos en

las que se analizaron en este trabajo.

*

TEM: es una BLEE, clasificada como clase A, es mediada por plasmidos, a través de
transposones e integrones. Se descubrié en Alemania en 1960, a partir de una cepa
de E. coli, aislada de una paciente griega llamada Temoniera, lo que originé su
nombre TEM. Hay variaciones en los genes porque cambian un aa, lo que provoca
que haya blaTEM-1, blaTEM-2 y asi sucesivamente. Se han detectado
aproximadamente 75 mutaciones para esta enzima, lo que hace que existan
diferentes fenotipos. Es capaz de hidrolizar a las penicilinas y a las cefalosporinas de
primera generacién4'22'25'27*28.

SHV; es transferible por el cromosoma o por un plasmido, esta clasificada en clase A,
su nombre viene de las propiedades bioquimicas de la enzima (sylphydryl variable)
SHV-2. Fue la primera BLEE en aislarse en 1983 en Alemania a partir de una cepa de
Klebsiella ozaenae su nombre fue SHV-2, SHV-1 es responsable de mas del 20% de
la resistencia a la ampicilina. La mayoria de las variantes de esta cepa tiene un
fenotipo que es caracterizado por la sustitucion de una serina por una glicina en la
posicion 238 de su cadena polipeptidica. En México, la variante que mas se encuentra
en K. pneumoniae es SHV-5%222%27:29.30

OXA; su nombre es oxacilin-hidrdlisis-fp-lactamasa, OXA-48 fue aislada en Turquia,
Israel y otros paises del Mediterraneo, es de la clase D, confiere resistencia a la
ampicilina y cefalotina, tiene una alta actividad de hidrolizar a oxacilina y cloxacilinas,
pero pueden ser inhibida por el acido clavulanico. Se menciona en la literatura, que si
esta junto a una enzima que puede hidrolizar carbapenémicos, la bacteria puede tener

resistencia a todos los A-lactamicos?’3"3233,
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Se adquiere por transferencia horizontal, ya sea de informacién cromosdmica que existe

en el genoma y que solo requiere activarse o por plésmido34.

*

CTX-M; su nombre largo es cefotaximasas, ya que tiene gran actividad contra
cefotaxima. Se descubrié en 1989, de un aislamiento de E. coli, esta en el grupo de
BLEE y es clase A. Fue encontrada en Sudamérica y Europa, hay varios tipos como
CTX-M-27, CTX-M-28, CTXM-15, CTX-M-16, puede ser transferida por plasmidos
conjugativos, que estos portan transposones donde el gen esta inserto, los genes
portadores son IS, In y Tn, procedente de p-lactamasas cromosémicas del género
Kluyvera sp, pero también esta relacionado con el cromosoma AmpC, la variante CTX-
M-2 fue detectada en Argentina en 1990, en un aislamiento de Salmonella spp. Puede
hidrolizar las cefalosporinas de la tercera y cuarta generacion, monobactamicos pero
no cefamicinas ni carbapenémicos®?%2>26:30.31,35-38

IMP; su nombre es Imipenem hidrdlisis -g-lactamasa, es una metalo-fp-lactamasa
clase B, de grupo 3. Es transferible por un plasmido que tiene un integron con el gen,
hasta el momento se han encontrado mas de 29 variaciones, se encuentra mas
comunmente en Pseudomonas aeruginosa®®>>.

VIM; es una carbapenemasa; se adquiere por integrones de clase 1, se identificd en
Pseudomonas aeruginosa, en 1997 en ltalia y es clase B. Su nombre es Verona
integron-codificado metalo--f-lactamasa, se han encontrado menos de 27

variantes?®3339,
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KPC; se aislo en 1996, de una cepa de K. pneumoniae por eso su nombre (Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa), en un hospital de Carolina del Norte. Es una serina-
carbapenemasa clase A, su diseminacion se asocia por clones, mediada por
plasmidos en el transposon Tn 4401, se da por transferencia horizontal*333%37:3940
GES; su nombre largo es p-lactamasa de espectro extendido Guiana, es una enzima
que fue descubierta en Francia, en K. pneumoniae aislada de una paciente femenina
hospitalizada en la ciudad de Guiana, Francia. De acuerdo a Bush y Jacoby esa
enzima pertenece al grupo 2f, y de acuerdo a Ambler es clase A. Tiene cerca de 26
variantes, su actividad contra los carbapenémicos esta en aumento, hidroliza
facilmente penicilinas y cefalosporinas. Es mediada por plasmidos o enzimas de clase
A asociadas a integron?226:3141,

PER; fue encontrada en Turquia (PER 1) y en Sudamérica (PER-2), tiene homologia
con las BLEE en 25 al 27%, hidroliza facilmente penicilina y cefalosporinas, es
sensible a la inhibicién del &cido clavulanico®'°.

VEB; VEB-1 fue encontrada en Vietnam y Tailandia, es mediada por plasmidos o
enzimas de clase A asociadas a integron, confiere resistencia a ceftazidima,
cefotaxina y aztreonam?>%63":

SME; es una serina-carbapenemasa, se identific6 en 1982 en un aislamiento de
Serratia marcescens en Londres, por ese motivo su nombre es SME, existen al menos
3 variantes, hidroliza carbapenémicos donde incluye al aztreonam, no son inhibidas
por el EDTA pero si es inhibida parcialmente por tazobactam*?°.

IMI; se descubre en 1984 en el sur de California, en un aislamiento de Enterobacter
cloacae y es una serina-carbapenemasa, se transfiere por plasmidos o codificado por
A4’42'43.

el cromosoma, es clase
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*

GIM; es una metalo-p-lactamasa, los genes moviles se encuentra en forma de
casetes genéticos en integron clase 1, su localizacion esta en plasmido o cromosoma,
es clase B, su nombre es German imipenemasa-1, fue descubierta en Pseudomonas
aeruginosa, en Dusseldorf en 200219444546

SIM; es una metalo--f-lactamasa, se puede transferir por casetes, fue identificada en
Acinetobacter spp., de Corea del Sur en 2005, puede transferirse por plasmidos pero
también es parte del cromosoma®***>47.

NDM; es transferible por un plasmido, su nombre es Nueva Dheli metalo-
carbapenemasa y se describidé en 2008 en Suecia en una cepa de K. pneumoniae que
se adquirié en Nueva Dheli, India; en la clasificacion de Ambler es clase B, la via mas
comoda para transferirse es la transferencia horizontal, su dispersion de esta enzima
se debe principalmente a los plasmidos, integrones, secuencia de insercion, la cual su
region comun es ISCR y brotes clonales, no sé une tan fuertemente a los
carbapenémicos, no hidroliza el aztreonam®334°48,

SPM; es una metalo-carbapenemasa, pertenece a la clase B, se relaciona a casetes
en el integron clase 1 y se transfiere por plasmido, su nombre viene de Sao Paulo

metalo- f-lactamasa'®*449%
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La resistencia a los aminoglucdsidos que presenta las BLEE se dice que puede ser dada por
la expresion de enzimas modificantes tipo N-6"-acetiltransfersas y N-2'-
nucleotiditransferasas®. Los genes que codifican para metalo- f-lactamasas hidrolizan
muchos antibidticos, entre ellos estan los de espectro extendido como cefotaxima, o
carbapenems como el imipenem, una factor importante es que no hidrolizan aztreonam, pero
su actividad no es inhibida por el acido clavulanico; pero si son inhibidas por quelantes de
cationes como el EDTA?'. Pertenecen al grupo 2b de la clasificacion de Bush y Jacoby® Las
BLEEs se encuentran en plasmidos conjugativos lo que hace mas facil la diseminacion de
este mecanismo, incluso entre cepas que no sean de la misma especie, sin embargo también

puede generarse por trasposones o integrones?’.

Las carbapenemasas SME e IMI tienen la capacidad de hidrolizar las amino-carboxi-
penicilinas como cefalotina, imipenem y aztreonam, su actividad es inhibida parcialmente por

el acido clavulanico®.

Las enzimas IMP y VIM hidrolizan los antibi6ticos f-lactatamicos menos el aztreonam y no
se inhiben por el acido clavulanico, sulbactan y tazobactam, pero si se inhiben por agentes

quelantes como el EDTA%,

Se ha detectado a nivel mundial que Klebsiella pneumoniae adquiere con facilidad a las
p-lactamasas de clase B y clase A* los genes de mayor frecuencia son blaNDM-1,
blaVIM-2, blaKPC-2, blaOXA-048, blaSHV-5, blaTEM-1 y blaCTX-M, por lo que se sabe que

estan dando mas resistencia a los antibidticos carbapenémicos®10:2332:33:39.51
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2.6 Epidemiologia de Klebsiella pneumoniae

La organizacion mundial de la salud (OMS) publico la lista de las bacterias con mayor
resistencia a los antibibticos, puesto que este problema se ha incrementado mucho en los
ultimos tiempos: Desde el 2014, Klebsiella pneumoniae ha sido catalogada como una de las
primeras bacterias de interés internacional por su alta resistencia a los antibidticos. En
México, como productora de BLEE; tiene una prevalencia de 71.4%>, en la actualidad la
OMS la tiene catalogada como de situacién critica por su multirresistencia a antibiéticos en
especial a carbapenémicos y cefalosporinas, o que ocasiona que los pacientes reciban solo
tratamientos con tigeciclina o colistina, los cuales son poco efectivos y toxicos. Estas
bacterias multirresistentes son especialmente peligrosas en hospitales, residencias de
ancianos y entre los pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos como
ventiladores y catéteres intravenosos, tiene una prevalencia de mortalidad de 40 al 50% de

los pacientes® 1017355354,

Como bacteria de estudio ha progresado a un problema endémico y en IAAS especialmente
en unidad neonatal y en particular es el patdgeno mas comun para una sepsis

1°>%657 "con una prevalencia del 63.24% entre la UCI neonatal (UCIN) y pediatrica

neonata
(UCIP) en Tunez en 2014, en India el 97% de las infecciones en sangre en la UCIN y UCIP
fue producida por K. pneumoniae resistente a BLEE en 2016 causando muerte, 72% de los
aislados de K. pneumoniae en el area de neonatologia fueron resistentes a ertapenem y 65%

resistencia a meropenem e imipenem en Venezuela 2016%%%°7,
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En un trabajo realizado en el Hospital Infantil de México Federico Gomez en 2015 se
encontro que el area que tiene el mayor numero de aislamientos de Enterobacteriaceae con
resistencia a las BLEEs fue la unidad de cuidados intensivos neonatales®’. Otro trabajo en el
2016 reveld que el 75% de los aislamientos en la UCIN corresponden a Kilebsiella

pneumoniae'?, que da como finalidad el interés del estudio de su ADN.

2.7 Fundamento de la extraccion de ADN

Para su estudio, los acidos nucleicos deben aislarse del resto de los componentes celulares,
como lipidos y proteinas, mas abundantes que los acidos nucleicos. Para este procedimiento
ya existen estuches comerciales, sin embargo, todos se basan en las mismas caracteristicas

fisicas y quimicas de DNA®,

1. El primer paso es la lisis de las células y liberacion del ADN para esto se utiliza algun
detergente como el docedil sulfato sédico.

2. Extraccion de proteinas y lipidos con solventes organicos, se utiliza fenol-cloroformo
esta solucion desnaturaliza las proteinas (entre ellas las nucleasas) y mantiene la
separacién de la fase organica y acuosa tras la centrifugacion de la muestra. El DNA
se encuentra en la fase acuosa.

3. Precipitacion de DNA: Se utiliza alcohol absoluto como isopropanol o etilico, ya que
los acidos nucleicos son insolubles en estos liquidos.

4. Lavado de DNA: este se lava con etanol al 70%, el contenido de alcohol de esta
solucién mantiene al ADN precipitado y el H,O permite la solucién de las sales
presentes.

5. Después de eliminar el exceso de alcohol, el ADN se disuelve en soluciones que

aseguren su estabilidad®®.
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2.8Reaccion en cadena de la polimerasa

Esta técnica se basa en una replicacidon exponencial in vitro de una molécula de ADN
genomico (ADNg) o ADN complementario (ADNc), mediante ciclos repetitivos, que constan
de tres temperaturas. En cada uno de los ciclos las moléculas se duplican hasta que los
reactivos se agotan. La longitud del producto amplificado la delimitan los iniciadores, también
llamados primers u oligonucleétidos, de cuyo disefio adecuado depende del éxito de la PCR.
Los iniciadores deben ser especificos, no formar estructuras secundarias entre ellos ni

hibridaciones inespecificas entre ellos u otra parte de la cadena®®.

La amplificacion in vitro de la PCR se apega a las mismas reglas de la replicacion, esto es,
se basa en una secuencia que le sirve de molde y, por complementariedad, sintetiza la
cadena antiparalela. También, la sintesis de la cadena sique la direccion 5°-3°, ya que
requiere de un nucleétido con el extremo 3 libre que proporcione el grupo OH para la adicion
del siguiente nucledtido, con lo que se forma el enlace fosfodiéster. Para que se lleve a cabo

la PCR se requiere:

e ADN polimerasa: La Taq ADN polimerasa es la enzima mas empleada para la PCR,
tiene como funcion polimerizar una nueva cadena de ADN tomado como molde otra ya
existente. Debido a que en cada ciclo de la PCR se lleva la mezcla de reaccion a
temperaturas de 95°C, se requiere de una ADN polimerasa capaz de soportar dichas
temperaturas.

e ADN molde: es una secuencia que sirve de molde para la amplificacion, ya sea de

ADN o ADN gendmico. EI ADN se puede obtener de cualquier muestra biolégica.
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e Desoxinucledtidos: para que la polimerasa lleve a cabo su funcién necesita que
existan desoxinucleétidos (dNTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP) en la mezcla de
reaccion para poder sintetizar la nueva hebra del ADN.

e Amortiguador: proporciona el pH y concentraciones de sales adecuadas para la
correcta funcién de la ADN polimerasa.

e Cloruro de magnesio: actua como cofactor de la ADN polimerasa y se suplementa a
una concentracion de entre 1.0 y 1.5 mM.

e Iniciadores: son oligonucledtidos con secuencia especifica, se utilizan para reconocer

por complementariedad secuencias blanco en el ADN molde®®.
-Esquema de la PCR

La PCR se realiza en un termociclador el cual es capaz de cambiar la temperatura de la
muestra en cuestion de segundos, lo que por lo general se logra mediante calentamiento/
enfriamiento por resistencia eléctrica de una plaza metalica, que distribuye la temperatura de
manera homogénea durante tiempo programados en el rango de segundos a minutos, los

pasos de la PCR son®’.

1. Inicio de la desnaturalizacion: temperatura 95°C para desnaturalizar la doble cadena
de ADN.

2. Ciclos de amplificacion:
-temperatura de desnaturalizacién: se realiza a 95°C y tiene como objetivo
desnaturalizar la doble cadena de ADN y/o destruir las estructuras secundarias de
ADN.
-temperatura de alineamiento: la temperatura se encuentra en un rango de 55 y 60°C,
en el cual la mayoria de los iniciadores hibridan; esto es, se genera la energia cinética
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necesaria para que los iniciadores busquen en las cadenas de ADN su secuencia
complementaria y formen los puentes de hidrégeno con la cadena molde.

-temperatura de extensiéon: se produce a la temperatura 6ptima para el funcionamiento
de la ADN polimerasa empleada, por lo que dependera ésta para la PCR. En el caso
de la Taq polimerasa, la mas utilizada es de 72°C. Este ciclo de temperatura se repite
continuamente por 30 a 35 ocasiones.

3. Amplificacién final: una vez terminados los ciclos designados para la PCR, la
temperatura de extension (72°C) se mantiene por cinco minutos, lo que permite que la
polimerasa termine la extensién de los productos a los cuales se encuentra unida.

4. Almacenamiento temporal: es un ciclo final a 4°C por varias horas, lo que permite
conservar los productos de PCR hasta que se retiren los tubos de reaccion del

equipo®’.

Hay varias modalidades de la técnica de PCR como la convencional, cualitativa,
semicuantitativa, cuantitativa, punto final o tiempo real, sin embargo; en este proyecto se
realizara la PCR multiple. En este tipo de PCR, se realiza la amplificacion de mas de un
fragmento de ADN en una sola reaccion de PCR con dos o mas juegos de primers (cada
juego para un gen en particular). Se emplea para la busqueda de varias detecciones,

mutaciones y polimorfismos en un solo gen o en muiltiples®®°.
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2.9 Electroforesis

Incluye las técnicas de separacién que implican la separacion en un campo eléctrico de
particulas cargada, es decir, la mayoria de las biomoléculas poseen una carga eléctrica cuya
magnitud depende del pH del medio en el que se encuentran; como consecuencia, pueden
desplazarse cuando se ven sometidas a un campo eléctrico hacia el polo de carga opuesta a

la de la molécula a través de una matriz porosa (Figura 7)°%¢°.

Los acidos nucleicos poseen una carga negativa por el esqueleto de fosfatos que tiene,

entonces en una electroforesis migraran hacia el polo positivo, es decir el anodo®®.

Figura 7. Esquema de la camara de una electroforesis con un gel de agarosa que contiene las

muestras®.

Migracion
del ADN
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Elementos que lleva una electroforesis:

¢ Camara de electroforesis; es un dispositivo que permite la generacion de un campo
eléctrico alrededor de un gel donde se depositan las muestras.

¢ Gel; es para colocar las muestras para que tengan un soporte en la separaciéon y
evitar perturbaciones. Comunmente son de agarosa pero pueden ser de acrilamida.

+ Buffer de corrimiento; proporciona el medio para la transmision de la corriente eléctrica
y mantiene el pH sin variaciones mientras se realiza el corrimiento.

¢ Marcador de peso molecular; son moléculas de ADN o proteinas que permiten
determinar por comparacion el tamafo de los fragmentos de acidos nucleicos o
proteinas contenidos en las muestras sometidas a electroforesis. Pueden ser de 100
pb o 1000 pb.

¢ Buffer de carga; tiene como fin brindar peso, densidad y color a la muestra, lo que
facilita su depdsito en el pocillo y evita su salida del gel.

¢ Transiluminador UV; transmite luz del espectro UV a través de la muestra, excitando la

molécula cromogénica que emite energia fluorescente que permite visualizar®®.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a la OMS, Klebsiella pneumoniae es una bacteria en situacion critica porque es
de las bacterias que tiene mas resistencia a los antibioticos, en especial a los

carbapenémicos y cefalosporinas.

Se ha encontrado que con frecuencia presenta los genes blaNDM-1, blaVIM-2, blaKPC-2,
blaOXA-048, blaSHV, blaTEM y blaCTX-M que codifican a varios tipos de f-lactamasas, lo
que provoca el rompimiento de la estructura del antibiético por lo que los hace inactivos. Por
sus caracteristicas de resistencia y virulencia, Klebsiella pneumoniae esta infectando a los
pacientes mas delicados, es decir, a los que estan susceptibles, inmunocomprometidos o
inmunosuprimidos, ya que mayormente se ha aislado en la unidad de cuidados intensivos, en

pacientes con ventiladores y sobre todo en nifios y neonatos.

Debido a lo anterior, se considerd necesario conocer las caracteristicas genéticas
relacionadas con resistencia a antibiéticos p-lactamicos de cepas de K. pneumoniae aisladas
de neonatos del Hospital Infantii de México Federico Gomez (HIMFG). Identificar cual o
cuales son los genes codificantes de enzimas f-lactamasas presentes en nuestro entorno
hospitalario, podria ser un apoyo en la eleccion de tratamientos con miras a la mejora de la

salud del neonato.

Por lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ;Cuales son los genes
que codifican enzimas f-lactamasas que se encuentran en mayor frecuencia en las cepas de

Klebsiella pneumoniae?
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta que Klebsiella pneumoniae es una bacteria resistente a una gran
variedad de antibiéticos, incluyendo carbapenémicos y cefalosporinas, suponemos que habra
mayor frecuencia en los genes de blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, blaOXA-048, blaKPC-2,

blaNDM-1y blaVIM-2.
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OBJETIVOS

e General

Identificar qué tipo de genes de resistencia a f-lactamicos tienen las cepas de Klebsiella
pneumoniae obtenidas de pacientes hospitalizados de la UCIN y diagnosticados con IAAS,

en el Hospital Infantil de México Federico Gomez.

e Especificos

-Realizar la extracciéon de DNA con el estuche comercial (Promega) de la bacteria Klebsiella

pneumoniae.

-Determinar por el método de PCR multiplex, los genes que codifican para las enzimas

f-lactamasas producidas por la bacteria Klebsiella pneumoniae.

-Observar el resultado de la PCR multiplex a través de una electroforesis.

-Determinar la frecuencia del tipo de gen que se encuentra en las cepas de Klebsiella

pneumoniae.
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MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio
Se llevo a cabo un estudio observacional, prolectivo, transversal y descriptivo.
6.2Universo

El estudio se llevd a cabo con 96 cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas durante el
periodo de 1 de enero del 2015 al 31 de diciembre del 2016 y provenientes de pacientes
neonatos del Hospital Infantii de México Federico Gémez. Se tomaron en cuenta los

siguientes criterios:

*  Criterios de inclusion
-Cepas que estén identificadas como K. pneumoniae.
-Cepas aisladas en caldo de la sala neonatal de HIMFG.

*  Criterios de exclusion
-Cepas no identificadas como K. pneumoniae
-Cepas que al sembrar tengan alguna contaminacion de otra bacteria o/y hongo.
-Cepas que no tengan la morfologia colonial que caracteriza a K. pneumoniae.
-Cepas que al realizar pruebas bioquimicas no concuerden con K. pneumoniae.
6.3 Variables
Independiente: cepa de Klebsiella pneumoniae.

Dependiente: Gen encontrado mediante la técnica de PCR.
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6.4 Técnicas
Esquema General del trabajo realizado.

Toma de muestra (catéter, exudados de heridas, sangre, orina) de los pacientes

U

Siembra en placas e identificacion de la bacteria por el equipo Vitek® en laboratorio

central.

4

Envio de las muestras positivas a K. pneumoniae al laboratorio de Infectologia area
bacteriologia.
Tratamiento de la

bacteria para su Observacion de

=

congelamiento, |a-m0rfollogla

* microscopica
esta se congela a Sembrar las cepas en placas de agar sangre. onial pica’y
-70°C en leche colonial.

-

Pruebas confirmatorias de K. pneumoniae

- |
AT

.

Realizar Extraccion de ADN de la bacteria con el estuche comercial Promega
pruebas

bioquimicas

p-

Realizaciéon de las 8 PCR’s.

Observacion de los genes a través de una electroforesis.
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@ Extraccion de ADN

Material

e Agar sangre

e Estuche comercial de extraccion de ADN marca Promega Wizard Genomic DNA
purification

e Tubos Eppendorf

e Microcentrifuga

Método

1. Sembrar cada una de las cepas de K. pneumoniae en agar sangre y dejar encubar
durante 24 horas.

2. Después de las 24 horas, afiadir 1 mL de solucion de lisis a un tubo Eppendorf y con
un asa bacteriologica tomar colonias aisladas y colocarlas en la solucion, agitar
vigorosamente.

3. Centrifugar por 3 minutos a 10000 rpm (revoluciones por minuto) y tirar el
sobrenadante, resuspender el boton y agregar otro mL de solucidn de lisis.

4. Centrifugar y tirar el sobrenadante, ahora colocar 600 puL de solucién de lisis de
nucleos.

5. Incubar por 5 minutos a 80°C, entonces dejar enfriar a temperatura ambiente.

6. Anadir 3 puL de solucién de RNasas. Mezclar e incubar a 37°C por 15-16 minutos,
dejar enfriar a temperatura ambiente.

7. Anadir 200 uL de solucién de precipitacién de proteinas, Mezclar vigorosamente

durante 10-15 segundos.
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8. Incubar en hielo por 5 minutos.

9. Centrifugar a 10000 rpm por 3 minutos.

10. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contenga 600 uL de isopropanol a
temperatura ambiente. Mezclar.

11.Centrifugar como en el paso 9 y decantar el sobrenadante.

12. Afdadir 600 pL de etanol al 70% a temperatura ambiente y mezclar.

13. Centrifugar por 2 minutos a 10000 rpm.

14.Aspirar el etanol y secar el boton.

15.Rehidratar el ADN en 100 pL de solucion de rehidratacion por 1 hora a 65°C o toda la

noche a 4°C.
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@ PCR multiplex

Cuadro 3. Especificaciones de las 8 PCR multiplex realizadas para la identificacion de genes que

codifican para enzimas S-lactamasas.

PCR Gen Secuencia (5° — 3)) TA T Referencia

1 blaTEM-SO F: CAT TTC CGT GTCGCCCTTATTC  800pb 60°C °'Dallene, et
R: CGT TCATCC ATAGTTGCCTGAC al. 2010
blaSHV-SO F: AGC CGC TTG AGC AAA TTA AAC 713 pb
R: ATC CCG CAG ATA AAT CAC CAC
blaOXA-SO F: GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564 pb
R: GAC CCC AAGTTT CCT GTAAGT G

2 blaCTXMGp1 F: TTA GGA ART GTG CCG CTG YA 688 pb 60°C

R: CGA TAT CGT TGG TGG TR*C CAT

blaCTXMGp2 404 pb

F: CGT TAA CGG CAC GAT GAC
blaCTXMGp9 F: TCA AGC CTG CCG ATC TGGT 561 pb
R: TGA TTC TCG CCG CTG AAG
blaCTXMGp8/25 F: AAC R*CR* CAG ACG CTC TAC 326 pb
R: TCG AGC CGG AA5GTG TYAT
3 blalMP F: TTG ACA CTC CAT TTACDG 139 pb 55°C
R: GAT YGA GAA TTA AGC CAC YCT
blaVIM F: GAT GGT GTT TGG TCG CAT A 390 pb
R: CGA ATG CGC AGC ACC AG
blakPC F: CAT TCAAGG GCTTTCTTGCTGC 538 pb
R: ACG ACG GCATAG TCATTT CG
4 blaGES-1,9,11 F: AGT CGG CTA GAC CGG AAAG 399 pb 57°C
R: TTT GTC CGT GCT CAG GAT

blaPER — 1y3 F: GCT CCG ATAATGAAAGCGT 520 pb
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blaVEB-1,6

blaSME-GAM

blalMI-GS

blaGIM-GBM

blaSIM-GBM

blaNDM-GBM

blaSPM-GBM

bla023-GDM

bla024-GDM

bla048-GDM

blaO1-GD2M

R: TTC GGC TTG ACT CGG CTG A

F: CAT TTC CGG ATG CAA AGC GT

R: CGAAGT TTCTTT GGACTC TG

F: GAG GAA GAC TTT GAT GGG AGGAT

R: TCC CCT CAG GAC CGC CAAG

F: GGT GTC TAC GCT TTA GAC ACT

GGCTC

R: GCA CGA ATACGC GCT GCACCG G

F: CGT TGC CAG CTT TAG CTC AGG

R: GCA ACT TGATAC CAG CAGTGC G

F: TTG CGG AAG AAG CCC AGC CAG

R: GCG TCT CCGATTTCACTGTGG C

F: CCC GGC CAC ACC AGT GAC A

R: GTA GTG CTC AGT GTC GGC AT

F: GGG TGG CTAAGA CTATGAAGC C

R: GCC GCC GAG CTG AAT CGG

F: CCT GAT CGG ATT GGA GAACCAG

R: GAT GCC GGC ATT TCT GAC CG

F: GGT CGATAATTT TTG GTT AGT

TGG CCC

R: CCATTA GCT TGC TCC ACC CAA

CCA

F: CCAAGC ATT TTT ACC CGC ATC

KAC C

R: GYT TGA CCATAC GCT GRCT GC G

F: CAA CGG ATT AAC AGA AGC ATG

GCT CG

R: GCT GTR* AAT CCT GCA CCAGTT

TTC CC

648 pb

334 pb

536 pb

279 pb

613 pb

129 pb

447 pb

516 pb

237 pb

389 pb

198 pb

60°C

58°C

61°C

60°C

59°C

60°C

“\/oets, et al.

2011
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bla02-GD2M F: GAC CAA GAT TTG CGA TCA GCA 256 pb
ATG CG
R: CYT TGA CCA ABC GCT GAT GTT
CYA CC
bla051-GD2M F: GAC CGA GTATGT ACCTGC TTC 497 pb
GACC
R: GAG GCT GAA CAA CCC ATC CAG

TTA ACC

AT: tamano de amplicon

pb: pares de bases

T*: temperatura de alineamiento
Secuencia:

F: forward

R: reverse

A: adenina, G: guanina, C: citosina, T: timina
Y: TC (pirimidina)

R*: GA (purina)

D: GAT (cualquier excepto C)

K: GT (ceto)
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Material

Termociclador Axygen Modelo: Maxygen I

Master mix Marca Promega: sus componentes son 50 unidades/mL de Tagq DNA
polimerasa que se encuentra en un buffer a pH 8.5, 400uM de cada uno de dATP,
dGTP, dCTP y dTTP, asi como 3 mM de cloruro de magnesio (MgCl).

Primers de cada una de la diez PCR.

Tubos eppendorf de 0.5 mL

Pipetas semiautomaticas de 0.5 - 10 uL, 5- 50 uL y de 10 — 100 pL.

Procedimiento:

1.

Hacer una mezcla que contenga master mix, agua, los primers correspondientes a
cada PCR (Cuadro 3), los calculos se hacen dependiendo el nUmero de muestras y se
realiza para que cada reaccion individual sea de 25 L.

Se divide la mezcla de reaccién en diferentes tubos y el volumen se completa con 2 uL
de DNA de cada cepa.

Se llevan al termociclador y las condiciones se programan dependiendo de la PCR I-

VIILI.

. Al finalizar los ciclos, se toman los tubos eppendorf y se llevan a un gel de

electroforesis para observar la PCR. En caso de que no se pueda, se guardan las

muestras a -20°C.
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@ Electroforesis
Material:

¢ Una camara de electroforesis
e Agarosa

¢ Fuente de poder eléctrica

e Transiluminador marca UVP

e Marcador de 100 pb (Promega)
Procedimiento

1. Preparar el gel a la concentracion de 2% (p/v). Agregar 5 uL al 10% de bromuro de
etidio al gel antes de gelificar.

2. Poner en la camara de electroforesis, cubrir con TBE al 0.5%, rellenar el primer pozo
con el marcador de 100 pb.

3. Enseguida, poner las muestras en los siguientes pozos.

4. Conectar la camara de electroforesis a la fuente de poder, las condiciones del voltaje y
tiempo depende del peso del primer.

5. Para finalizar, observar el gel sobre la luz UV.

6.5Analisis estadistico
El analisis que se utilizé fue una estadistica descriptiva con frecuencias y porcentajes.

Para la estadistica con variables cuantitativas se utilizé ¥* o prueba exacta de Fisher, segtn
sea el caso. Se considerd una diferencia significativa p<0.05. Los datos que se obtuvieron
se capturaron en el paquete estadistico: Statistical Package for Social Sciences para

Windows (SPSS version 15.0) y los resultados se presentaron en figuras y cuadros.
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RESULTADOS

En el trabajo se realizé la determinacion de genes que codifican f-lactamasas en 96 cepas
de Klebsiella pneumoniae aisladas en muestras de neonatos en la UCIN del Hospital Infantil
de México Federico Gémez. Cincuenta de los aislamientos (52.1%) fueron obtenidos a partir
de urocultivos, 29 (30.2%) de hemocultivos,15 (15.6%) de diversos y 2 (2.1%) a partir de
coprocultivos. Se registraron 28 (29.2%) neonatos femeninos y 68 (70.8%) masculinos
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Relacion entre el sexo de los neonatos y el tipo de muestra donde se aislaron las cepas de

Klebsiella pneumoniae.

TIPO DE TOTAL
FEMENINO MASCULINO
MUESTRA

HEMOCULTIVO 12 (42.9%) 17 (25.0%) 29 (30.2%)
UROCULTIVO 11 (39.3%) 39 (57.4%) 50 (52.1%)
DIVERSOS 5 (17.9%) 10 (14.7%) 15 (15.6%)

COPROCULTIVO 0 2 (2.9%) 2 (2.1%)

TOTAL 28 (29.2%) 68 (70.8%) 96

Aunque las cepas fueron identificadas por el sistema Vitek®, se realizaron pruebas
bioquimicas en el laboratorio de Infectologia como pruebas confirmatorias. Dentro de las
pruebas de Vitek® se realiza la determinacion de BLEE, el resultado fue de las 96 cepas, 87
(91%) fueron positivas y 9 (9%) negativas (Figura 8) asi como la susceptibilidad a

antibidticos, donde las 96 cepas que se analizaron fueron susceptibles a carbapenémicos.
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Figura 8. Relacion de las cepas positivas y negativas a BLEE

m POSITIVO
B NEGATIVO
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500pb

Al realizar las diferentes 8 PCR (Cuadro 3) las cepas solo fueron positivas a la PCR |, PCR |l
y PCR VIl como se observa en las figuras 9, 10 y 11.

Figura 9. Electroforesis de amplificados positivos a PCR | de cepas de la bacteria Klebsiella pneumoniae
aisladas de neonatos que se encuentran en la UCIN del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Fragmento
no

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14 2 13 14 identificado
blaTEM

blaSHV

blaOXA

Fig 9. En el pozo 1 y 14 se encuentra el marcador de 100pb, los pozos 2, 3, 9 al 13
muestran las bandas de los tres genes blaTEM-SO con 800pb, blaSHV-SO con 713 pb
blaOXA-SO con 564 pb y los pozos 4 al 8 son muestras solo positivas a los genes blaTEM-

SOy blaSHV-SO.
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Figura 10. Electroforesis de amplificados positivos a PCR Il de cepas de la bacteria Klebsiella
pneumoniae aisladas de neonatos que se encuentran en la UCIN del Hospital Infantil de México Federico

Goémez.

blaCTX-M-Gp1
500pb ~ P

\ ———  blaCTX-M-Gp9

Fig 10. En el pozo 1 se encuentra el marcador de 100 pb, los pozos de 2 al 4 son cepas
negativas a los genes que se identifican en esta PCR Il, los pozos de 5 al 10 son cepas
positivas a los genes son blaCTXMGp1 con 688pb, la cepa del pozo 11 muestra que es

positiva a los genes blaCTXMGp1 y a blaCTXMGp9 con 561pb.
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Figura 11. Electroforesis de amplificados positivos a PCR VIl de cepas de la bacteria Klebsiella
pneumoniae aisladas de neonatos que se encuentran en la UCIN del Hospital Infantil de México Federico

Goémez

500pb
P blaOXA-01-

GD2M

Fig 11. En el pozo 1 se encuentra el marcador de 100 pb, del pozo 2 al 10 son muestras

positivas al gen blaOXA-01-GD2M con 198 pb.
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En la PCR | se determinaron los genes blaTEM-SO observando 71 (n=71/96 74%) positivas,
de blaSHV-SO; 88 cepas (n=88/96 91.7%) son positivas y de blaOXA-SO 52 cepas (n=52/96

54.2%) son positivas.

En la PCR Il se identificaron los genes blaCTXGp1, -2,- 9 y -8/25, el comportamiento de las
cepas fue que solo dieron positivo a blaCTXMGp1 con 48 (n=48/96 50%) y blaCTXMGp9 con

una solo cepa positiva (1/96 1%) (Cuadro 5).

De los genes que se determinaron en las PCR Ill (IMP, VIM, KPC), IV (GES, PER, VEB), V
(SME e IMI), VI (GIM, SIM, NDM, SOM) y VIl (OXA-23, -24 y -48), no se identificaron

amplificados, por lo que son negativas a estas (Cuadro 5).

En la PCR VIl se determinaron los genes blaOXA-01, -02 y 51, donde se obtuvieron 84
(n=84/96 87.5%) cepas positivas para el gen blaOXA-01. Para mejor observacion ver figura

12.

Cuadro 5. Frecuencias de los genes identificados en las cepas de Klebsiella pneumoniae con respecto a
las diferentes PCR (I a VIII).

TIPO DE PCR GEN POSITIVO NEGATIVO
PCRI1 blaTEM-SO 71 (74%) 25 (26%)
blaSHV-SO 88 (91.7%) 8 (8.3%)
blaOXA-SO 52 (54.2%) 44 (45.8%)
PCRII blaCTXMGp1 48 (50.0%) 48 (50.0%)
blaCTXMGp2 0 0
blaCTXMGp9 1.(1.0%) 95 (99.0%)
blaCTXMGp8/25 0 0

PCRIII blaIMP 0 0
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PCR IV

PCRYV

PCR VI

PCRVII

PCR VI

blaVIM
blakPC
blaGES-1,9,11
blaPER-1y3
blaVEB-1,6
blaSME-GAM
blalMI-GS
blaGIM-GBM
blaSIM-GBM
blaNDM-GBM
blaSPM-GBM
bla023-GDM
bla024-GDM
bla048-GDM
blaO1-GD2M
blaO2-GD2M

bla051-GD2M

0
0

84 (87.5%)
0

0

0
0

12 (12.5%)
0

0




Porcentaje

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Figura 12. Frecuencias de cepas positivas y negativas a genes que codifican a
p-lactamasas

= NEGATIVAS
. D POSITIVAS

TEM-SO SHV-SO OXA-SO  CTXMGpl CTXMGp9 01GD2M
Tipo de gen
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Para la prueba de comparacion de grupos se compraron las cepas positivas con el tipo de
muestra, se realizd una prueba de XZ obteniendo p>0.05 lo que indica que no hay
significancia (Figura 13).

Figura 13. Representacion grafica de la cepas positivas de Klebsiella
pneumoniae a diferentes tipos de genes.

2

90 2
80 - 2
=
8 60 - 0
e 0
" ® COPROCULTIVO
© 50 -
g = DIVERSOS
v 40 -
o ® UROCULTIVO
S 30 .
£ ® HEMOCULTIVO
S
2 20 -

[uny
o
1
(Y

o
|

1 2 3 4 5 6
Tipo de GEN

Figura 13. Eje horizontal: 1; blaTEM-SO, 2; blaSHV-SO, 3; blaOXA-SO, 4; blaCTXMGp1,

5;blaCTXMGp9, 6; blaO1GD2M
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Sin embargo se encontré que en la mayoria de los aislamientos los patrones de genes que
son mas frecuentes son; con un 35.42% co-existen los blaTEM, blaSHV, blaOXA-SO,
blaOXA-01y blaCTX-M-Gp1, 14.58% tienen los siguientes genes blaTEM, blaSHV y blaOXA-
01 y con el 9.38% estan los genes blaTEM, blaSHV, blaOXA-01 y blaCTX-M-Gp1, con 8.33%
las cepas solo tienen blaSHV y con 7.29% blaSHV, blaOXA-SO y blaOXA-01, sin embargo

en el Cuadro 6 se muestran los patrones identificados.

Cuadro 6. Patron que se repite entre las diferentes cepas con la cantidad de genes que tenga cada una.

PATRON CANTIDAD DE CEPAS  PORCENTAUJE (%)
TEM SHV OXA CTXMGp1 O1GD2M 34 3542
CTXGp1 O1GD2M 1 1.04
TEM SHV OXA 01GD2M 6 6.25
TEM SHV CTXGp1 1 1.04
SHV CTXGp1 O1GD2M 2 2.08
TEM SHV CTXGp1 O1GD2M 9 .38
TEM SHV 01GD2M 14 14.58
TEM SHV OXA 01GD2M 5 5.21
SHV OXA 01GD2M 7 7.29
SHV 01GD2M 2 2.08
TEM OXA 01GD2M 1 1.04
SHV 8 8.33
01GD2M 1 1.04
TEM CTXMGp1 O1GD2M 1 1.04

CTXGp1 CTXMGp9 O1GD2M 1

1.04
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NINGUNA 3 313

TOTAL 96 100.00
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DISCUSION

Un gran problema en México y en el mundo, es la resistencia a los antibidticos, la cual se
debe en gran parte al mal manejo como lo es, el uso no justificado. Esto provoca que las
bacterias desarrollen mecanismo de resistencia lo que conlleva a la inactivacion del farmaco.
El principal mecanismo de resistencia analizado en este estudio es la produccion de
p-lactamasas, ya que este proceso puede ser transferido de una bacteria a otra por
plasmidos, transposones o integrones y porque los antibidticos que inactivan son

p-actamicos y son los principales medicamentos que se utilizan para combatir una infeccion.

Klebsiella pneumoniae es un patégeno asociado a IAAS, que con el tiempo ha
incrementado la frecuencia de infecciones a neonatos que se encuentran en la unidad de
cuidados intensivos. La presencia de cepas productoras de BLEEs y carbapenemasas, estan
relacionadas con altos rangos de mortalidad®*®364656¢ Un estudio realizado en Madrid
demostré que 78.9% de los aislamientos de enterobacterias que se obtuvieron fue
K. pneumoniae, siendo la UCI la que presenté la mayor frecuencia de infecciones con
29.9%. Aunado a ello, reportaron que la UCI pediatrica es la sala con mayor porcentajes de
bacterias resistentes (5.4%)'. En el Hospital Infantil de México Federico Gémez, Klebsiella
pneumoniae es uno de los microorganismos que mas se aisla en la UCIN, con una
frecuencia de 75%'2, sin embargo; aunque se reportan los perfiles de susceptibilidad, se

desconocen los mecanismos mediante los cuales se produce esta resistencia.
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En este estudio se encontr6 que de los 96 aislamientos de Klebsiella pneumoniae
analizados; 68 (70.8%) procedian de neonatos masculinos y 28 (29.2%) fueron femeninos,
comparando con otros estudios en neonatos, en China de 27 pacientes, 17 son masculinos y
10 femeninos. Otro estudio, en el mismo pais reportdé de 22 neonatos, 17 correspondian a
sexo masculino y 5 a femenino. Del mismo modo, en Pakistan un estudio encontré que la
mayoria fueron masculinos®*®>%”. Esta proporcién se observa también en pacientes de otras
edades, ya que un estudio realizado de resistencia bacteriana en México donde la poblacion
de estudio incluy6é desde neonatos hasta pacientes de 85 afos, mostré que la frecuencia de
hombres correspondian al 56.4% y las mujeres de 43.6%°%, lo que hace pensar que existe
alguna predisposiciéon a ser colonizados, debida a cuestiones genéticas o al sistema

inmune.

En un estudio de Turquia en 2016, se reporta a K. pneumoniae resistente a carbapenémicos,
la mayoria aisladas de bacteriemias primarias (62.5%), neumonia asociada en ventilador
(16.6%), ventriculitis (8.3%) e infecciones intraabdominales (4.1%)"". De igual manera en un
articulo de Venezuela la mayoria de los aislamientos evaluados fueron obtenidos a partir de
sangre y secrecion bronquial®®. Un trabajo en China que se realizd en neonatos el tipo de
muestra donde se obtuvieron los aislamientos fueron de sangre 9/27, orina 8/27, catéter 5/27
y esputo 5/27%. En una publicaciéon en Nepal de los aislamientos casi todas fueron en sangre
(54) a excepcion de una que fue de liquido cefalorraquideo®. Comparando con la literatura
mencionada, el presente trabajo difiere en cuanto al principal origen de los aislamientos, ya
que, la mayoria (52.1%) fueron aisladas de urocultivos. En segundo lugar fueron los
hemocultivos con una frecuencia de 29 (30.2%), seguido por los de origen diverso que se
refiere a puntas de catéter, liquido pleural o liquido cefalorraquideo con 15 muestras (15.6%)

y por ultimo coprocultivos 2 (2.1%). Aunque K. pneumoniae se puede encontrar en el tracto
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urinario, ésta no es su area local, por lo que consideramos que los procedimientos en los que
se involucra el tracto urinario aumentan la contaminacion. De igual manera, la colocacion de
un catéter, ya sea central o periférico, son un factor que puede favorecer a la contaminacion.
Por ello la importancia que tiene el lavado de manos, el cambio de utensilios y de guantes

para evitar la propagacion de la infeccidén entre los pacientes.

En este trabajo se encontré que las cepas de K. pneumoniae soélo dieron positivo a varios
tipos de BLEE, a OXA (que es de clase D) pero no a enzimas que desactivan
carbapenémicos. Con lo que respecta a BLEE, el gen que se encontré con mayor frecuencia
fue blaSHV con 88 cepas (91.7%) de las 96 cepas que se analizaron, en segundo lugar
blaTEM con 71 (74.1%), y en tercer lugar blaCTX-M con 49 cepas; de esta cantidad 48 (50%)
fueron blaCTX-M-Gp1 y solo una dié positivo a blaCTX-M-Gp9. En cuanto a la
determinaciéon de la familia OXA, blaOXA-SO obtuvo 52 (54.2%) y blaOXA-01 84 (87.5%).

Comparando con otros estudios en neonatos®%>%’

, el nuestro tiene similitud, ya que los
genes encontrados con mayor frecuencia son los que codifican para BLEE en especial
blaTEM y blaCTX-M. En cuanto a los resultados relacionados a f-lactamasas que inactivan
carbapenémicos, diferimos con la literatura, ya que muestran que en la mayoria de los
aislamientos se detectan los genes de blaKPC y blaVIM-2 (hasta en 100% de los

aislamientos), también se encuentra con una frecuencia considerable (mas del 50%) a

blaNDM-1.

Cabe recalcar, que como en la literatura revisada, la frecuencia de varios genes codificantes
encontrados en una sola cepa es alta. En este trabajo se observo que la mayoria (35.42%)
mostraban los 5 genes que dieron positivo, excepto blaCTX-M-Gp9, que soélo se encontrd en

un cepa, sin embargo en la mayoria de las cepas se encontré co-existencia de los genes
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blaTEM y blaSHV, que comparado con la literatura® resulté similar puesto que también se
encontré que estos dos genes junto con blaCTX-M coexisten en la mayoria de los
aislamientos. Comparando los resultados con articulos que se hicieron de K. pneumoniae

pero en adultos3>°1:6%7

, se nota similitud en los resultados, ya que en la mayoria de los
aislamientos los genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M coexisten. En cuanto a la presencia
del gen blaOXA, encontramos que a diferencia de otros estudios donde la variante mas
frecuente es blaOXA-48, en esta investigacion fue blaOXA-01 la mas comun entre nuestros
aislados. Con lo que respecta a las carbapenemasas, se ha observado que las cepas
aisladas de adultos son mas virulentas, puesto que muestran mayor resistencia a antibidticos
porque se han podido amplificar los genes blaKPC, blaVIM y blaNDM-1. Como se sabe, el

tener estos genes que les confiere resistencia a imipenem o meropenem, provoca que los

pacientes, como unica opcién sean tratados con tigeciclina o colistina, que son nefrotdxicos.

Encontramos pocos estudios para comparar nuestros resultados, sobre todo en neonatos en
México. Los trabajos publicados son con enterobacterias en general, pero no analizan
alguna bacteria en particular. Este trabajo aporta resultados relevantes, ya que la mayoria
de los reportes se centran en infecciones en adultos, a pesar de que la presencia de K.

pneumoniae esta en aumento en las UCIN de los hospitales de todo el mundo.

En el HIMFG, la gran mayoria fueron productoras de BLEE y no a carbapenemasas, esto
puede deberse a que se han tomado las medidas necesarias para que las IAAS sean
controladas y no provoquen a que las bacterias muten para ser resistentes a los
carbapenémicos, una de las medidas que se han tomado es que las recetas con antibiéticos
siempre debe llevar el visto bueno de un médico infectdlogo asi como cambiar los
tratamientos utilizando diferentes antibidticos provocando una resistencia selectiva y

practicamente “engafiando” a las bacterias.
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CONCLUSIONES

Se detectdé que las 96 cepas de K. pneumoniae no presentan resistencia a los
carbapenémicos, lo que indica que en la UCIN del HIMFG, la resistencia bacteriana no es
tan grave como en los demas hospitales o paises, pero la mayoria presentd genes
productores de BLEE por lo que se encienden las alertas para tener mucho mas cuidado en

el riesgo a las IAAS.

Sobre la hipétesis del trabajo se puede confirmar que la bacteria tiene con mayor porcentaje
los genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, sin embargo es negativa para blaOXA-048, blaKPC-

2, blaNDM-1 y blaVIM-2.

PERSPECTIVAS

Este es so6lo una pauta para investigar mas sobre Klebsiella pneumoniae ya que se podrian
secuenciar los fragmentos amplificados y saber qué variedad de BLEE se produce en cada
bacteria. Esto nos podria auxiliar para conocer mas sobre ella, como por ejemplo; donde
adquirio los genes, si fue por plasmidos, o qué tipo de plasmidos o si se encuentra en el
cromosoma, ya que se encontraron fragmentos con mayor tamafo de lo esperado. También
se recomienda realizar campos pulsados para determinar si existe alguna clona particular en

la sala.
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ANEXO |

Pruebas bioquimicas?

Al identificar una bacteria, después de saber morfologia microscépica con una tincion de
Gram y morfologia colonial a través de su crecimiento en agar sangre, se realizan diferentes
pruebas, entre ellas estan, las pruebas bioquimicas y a continuacion se da el fundamento de

las principales pruebas para la identificacion de K. pneumoniae (Cuadro 7).

Cuadro 7. Esquema de identificacion para Klebsiella pneumoniae por pruebas bioquimicas®.

Prueba Resultado

NO3z = NO> +
O/F de glucosa F

TSI ALC/A sin H,S

Fermentacion de glucosa y gas Ay gas

Indol -
Rojo de metilo (MR) V-
Voges-Proskauer (VP) +
Citrato de Simmons +
Ureasa +

ALC

*positivo, ‘negativo, "fermentacién, - alcalino, “acido, 'variable
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» Reduccion de nitratos

Determinar la capacidad de un microorganismo de reducir los nitratos a nitritos o gas

nitrogeno libre, por medio de enzimas reductoras llamadas nitrato y nitrito reductasa.

» O/F de glucosa

Las bacterias utilizan los hidratos de carbono por uno de dos procesos metabdlicos,
fermentativo u oxidativo. Las bacterias que pueden crecer, realizar su metabolismo y
reproducirse en condiciones ya sea aerobias (presencia de oxigeno atmosférico) o

anaerobias (ausencia de oxigeno atmosférico) se denominan anaerobios facultativos.

En la fermentacion, un hidrato de carbono es hidrolizado en dos moléculas de triosa que con
posterioridad son convertidas a una cantidad de compuestos con 1, 2, 3 0 4 carbonos; el
principal intermediario es el acido piravico y requiere un compuesto organico como aceptor

terminal de electrones
> TSI

Identifica la capacidad de un microorganismo para atacar un hidrato de carbono especifico
incorporado en un medio de desarrollo basal, con producciéon de gas o sin ella, junto con la

determinacién de la posible produccion de acido sulfhidrico (H2S).
» Fermentacién de glucosa y gas

Comprobar la capacidad de un microorganismo para fermentar (degradar) un hidrato de

carbono especifico incorporado en un medio basal y producir acido o acido con gas visible.

Indicador de pH + CHO _bacteria 5 CO,, Hp, aldehidos + cambio de color
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> Ureasa

Determinar la capacidad de un microorganismo de hidrolizar la urea en dos moléculas de

amoniaco por la accidon de la enzima ureasa, con la resultante alcalinidad.

- Reacciones IMVic

> Indol

Determinar la capacidad de un microorganismo para producir indol a partir del triptéfano, este
es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias, la encargada de hacer la
reaccion es la enzima triptofanasa. Su funcién es la desaminacion de la molécula de

triptéfano.

> Rojo de metilo (MR)

Probar la capacidad de un microorganismo para producir y mantener estables los productos
finales acidos a partir de la fermentacion de la glucosa y para vencer la capacidad de buffer

del sistema, y es una prueba cuantitativa.

» Voges-Proskauer (VP)

Determinar la capacidad de algunos microorganismos para producir un producto final neutro,

acetilcarbinol, a partir de la fermentacion de la glucosa.
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