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Resumen

Las Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS) son un
problema de salud publica de gran trascendencia econOmica y social, entre
las especies patdgenas causales de IAAS mas frecuentes en todo el mundo
encontramos al grupo ESKAPE, las cuales se caracterizan por sus perfiles
de multirresistencia a los farmacos. Klebsiella spp. como parte de este
grupo es una especie importante de estudio ya que su diferenciacion entre
especies es dificil por métodos bioquimicos tradicionales y se confirma con
métodos moleculares, ademas posee mecanismos de virulencia y
resistencia a los antimicrobianos los cuales son de gran importancia e
interés clinico-epidemioldgico.

La elevada tasa de letalidad causada por Klebsiella pneumoniae que va en
aumento afio con afo, la escasa informacion de estudios endémicos y la
necesidad por controlar las IAAS son algunos de los factores que
representan un reto en la practica clinica. El proposito de este estudio es
caracterizar molecular y fenotipicamente los aislamientos de Klebsiella spp.
qgue tienen interés clinico y epidemiolégico obtenidos en hospitales de
Querétaro. El disefio de este estudio es observacional, transversal y
retrospectivo a partir de aislamientos de Klebsiella spp. los cuales se van a
caracterizar molecularmente por especie (PCR Multiplex) y después se
identificardn caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los principales
mecanismos de virulencia y resistencia, utilizando las pruebas de: Carba
NP, string test, produccion de biofilm en placas de poliestireno y PCR para

la identificacion de genes responsables a dichos factores.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, Factores de virulencia, Factores de

resistencia.
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Summary

Healthcare Associated Infections (HAI) are a public health problem of great
economic and social significance, among the most frequent pathogenic
species causing HAI worldwide we find the E.S.K.A.P.E group, which is
characterized by its multidrug resistance profiles. Klebsiella spp. as part of
this group is an important genus to study because its differentiation between
species is difficult by traditional biochemical methods and is confirmed by
molecular methods, it also has virulence and antimicrobial resistance
mechanisms which are of great importance and clinical-epidemiological
interest. The high lethality rate caused by Klebsiella pneumoniae, which is
increasing year after year, the scarce information of endemic studies and
the need to control HAIs are some of the factors that represent a challenge
in clinical practice. The purpose of this study is to characterize molecularly
and phenotypically Klebsiella spp. isolates of clinical and epidemiological
interest obtained in hospitals in Querétaro. The design of this study is
observational, cross-sectional and retrospective based on Klebsiella spp.
isolates, which will be molecularly characterized by species and after bye
their genotypic and phenotypic characteristics of the main virulence and
resistance mechanisms will be identified, using the following tests: Carba
NP, string test, biofilm production in polystyrene plates and PCR for the
identification of genes responsible to those factors.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, Virulence factors, Resistance factors.
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1. Introduccién / Planteamiento del problema

Las Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS) son un
problema de salud publica de gran trascendencia econémica y social,
en la actualidad se registran altas tasas de morbimortalidad y conllevan
un importante aumento en los costos de atencién hospitalaria
(Gutiérrez Mufioz et al., 2017).

De acuerdo con los reportes nacionales de la secretaria de salud, la
tasa global de IAAS en 2015 fue de 4.7%, lo que representa un
aumento respecto al afio anterior con 4.1%.(Secretaria de salud,
2017). No obstante, en las unidades de cuidados intensivos (UCI), el
panorama es mas critico, con una prevalencia entre 20% y 25%
(Secretaria de Salud, 2019).

Entre los agentes causales de IAAS con mayor frecuencia en el mundo,
encontramos al grupo ESKAPE (Santajit & Sirijan, 2016). La
diseminacién de Klebsiella spp. como miembro de este grupo es un
ejemplo de adaptacion al medio, ya que existen reportes en todo el
mundo sobre los distintos mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos y distintas formas de virulencia adquiridos por

transferencia de genes. Este microorganismo forma parte de la
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microbiota habitual en el tracto gastrointestinal sin embargo, se le
considera como un patdégeno oportunista, que representa un reto para
la practica quimico-clinica en cuanto a la diferenciacion entre especies
por métodos bioquimicos convencionales, lo que conlleva a confirmar

sus distintos genotipos por técnicas moleculares (Ernst et al., 2020).

En México, Klebsiella pneumoniae forma parte de los 3 principales
agentes etioldgicos asociados a las IAAS con un 9.5 % y presenta una
frecuencia de aislamientos ascendentes en los reportes de salud,
ocupando el primer lugar en la unidad de cuidados intensivos neonatal
y el segundo en cuidados intensivos pediatricos (Secretaria de salud,
2017).

Para conocer mas sobre el panorama general de esta situacion, la
mejor herramienta de consulta, son los estudios epidemiolégicos
moleculares. Sin embargo, en Querétaro se encuentran en ciernes; es
por ello que el propésito de este estudio, es evaluar los factores de
resistencia a los antimicrobianos y la virulencia en aislamientos del
género Klebsiella spp de personas que recibieron atencion médica en
centros de salud, ya que al tener caracterizados estos factores: se
tendran nuevas propuestas de diagnoéstico, que llevard a un
tratamiento mas oportuno y certero, se podran implementar estrategias
para evitar la propagacién masiva y por ultimo, el incremento del
conocimiento local de este microorganismo y asi ser un referente de
comparacion a nivel regional y nacional e internacional (Secretaria de
salud, 2017).

13



1.1.Antecedentes
1.1.1. Importancia de IAAS

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define a las infecciones
asociadas a la atencion de la salud (IAAS) como “a las infecciones que
afectan a un paciente hospitalizado u otro centro sanitario, que no
estaba presente ni incubandose al momento del ingreso”. Incluyen
también las infecciones que se contraen en el hospital, pero se
manifiestan después del alta, asi como las infecciones ocupacionales

del personal del centro sanitario (OMS, 2017).

De acuerdo con el Reporte hospitalario de vigilancia epidemioldgica
(RHOVE) del afio 2015, el microorganismo Klebsiella pneumoniae se
encuentra en el tercer lugar como agente etioldgico de IAAS, justo por
debajo de los microorganismos Escherichia coli (primer lugar) y
Pseudomonas aeruginosa (segundo lugar). Sin embargo, En los
altimos 5 afos, E. coli, K. pneumoniae y A. baumannii han presentado

una tendencia ascendente (ver figura 1) (Secretaria de salud, 2017).

Proporcion

5. Epidermidis

Figura 1 Proporcion de agentes asociados con la mayoria de las IAAS, Unidades RHOVE,

México 2009-2015 (Secretaria de salud, 2017).
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En México, para el afio 2015, los principales microrganismos aislados
en brotes de IAAS fueron Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomona aeruginosa que concentran el 43.5% de
los brotes notificados (Secretaria de salud, 2017). Ademas de tener
una estimacion de IAAS que varia del 2.1% al 21 % debido a que los
hospitales pueden tener variaciones en cuanto a la frecuencia en el
uso de procedimientos invasivos, se puede realizar una comparacion
entre las instituciones mediante tasas por procedimiento aplicado en la
instancia de salud (ejemplo: infeccidn asociada a catéter por 1000 dias
catéter) con la finalidad de homologar las condiciones del paciente
(Secretaria de Salud, 2019).

Actualmente, las IAAS ocasionadas por el grupo bacteriano ESKAPE
son una causa importante de morbimortalidad que conllevan una
trascendencia socioecondémico, ya que conlleva un gasto para los

sistemas de salud, pacientes y familiares (Marlenne & Salgado, 2018).

1.1.2. Introduccién a ESKAPE

De acuerdo con Rice en 2009, tanto en los hospitales de paises
desarrollados como en vias de desarrollo, existe un grupo de
microorganismos denominado ESKAPE nombrado asi por la primera
letra de cada especie (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y especies de Enterobacter spp.). que son particularmente
importantes ya que presentan alta frecuencia a nivel mundial en IAAS
y perfiles altos de resistencia a los antimicrobianos. Es por ello que se
convierten en un grupo muy importante de estudio ya que prevalece en
los hospitales y cada vez mas son resistentes a muchos de los agentes

antimicrobianos. Debido a la notable incidencia bacteriana en los
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hospitales principalmente, la sociedad americana de enfermedades
infecciosas (IDSA) acufi6 el término de ESKAPE que actualmente es

de uso comun para este grupo de bacterias, ademas presentd un
reporte de los principales mecanismos de resistencia (Boucher et al.,
2009). Una de las caracteristicas de estos microorganismos es su alta

multirresistencia a los farmacos.

Tabla 1 Grupos de antibiéticos para categorizar la multirresistencia a K. pneumoniae
(Jiménez Pearson et al., 2020)

Grado de resistencia de Grupos de antibiéticos

K. pneumoniae:
Amoxicilina- acido clavulanico o

Ampicilina- sulbactam

Piperacilina, tazobactam
MDR: Resistente a 3 de

los 12 Grupos de Ceftazidima, Cefotaxima/ceftriazona o

antibidticos. cefepima
XDR: Resistente a 10 u 11 Imipenem o meropenem
de los 12 Grupos de Aztreonam
PDR: Resistente todos los Amikacina
grupos de antibioticos Tigeciclina
Colistina
Fosfomicina

Ciprofloxacino

Trimetoprima-sulfametoxazol

Los microorganismos multirresistentes a los farmacos (MDR por sus
siglas en inglés), se define como la resistencia adquirida a al menos 3
de los 12 grupos de antibidticos (ver tabla 1) (Jiménez Pearson et al.,
2020).

Las IAAS por microorganismos MDR han ido en aumento, ya que las
deficientes practicas del lavado de manos en trabajadores de salud, la
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transmision de genes de resistencia y la falta en la limpieza y
desinfeccidén del ambiente hospitalario son factores que contribuyen a

la etiologia del fendbmeno (Sosa et al., 2019).

Durante la 68.2 Asamblea Mundial de la Salud realizada en mayo de
2015, se dictamino el plan de accion mundial sobre la resistencia a los
antimicrobianos, el cual hace énfasis en la amenaza de estas
resistencias para la salud humana. Dentro de los objetivos estratégicos
enunciados en el plan, se considera reforzar los conocimientos a través

de la vigilancia e investigacion.

La vigilancia epidemioldgica de la resistencia a los antimicrobianos
permite determinar la carga que suponen estas resistencias y aportar
la informacion necesaria para pasar a una accion sélida y conjunta

desde lo local, nacional y Mundial (World Health Organization, 2017).

Por su parte la OMS fundé el Sistema Mundial de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (GLASS) en octubre de 2015, el cual
se esta desarrollando para respaldar el plan de accion mundial sobre
la resistencia a los antimicrobianos y publicé un listado de bacterias
con los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana y para las cuales se
necesitan nuevos antibioticos (Tacconelli & Magrini, 2018). El objetivo
es coadyuvar a la vigilancia y la investigacion mundiales para fortalecer
la base de pruebas sobre la resistencia a los antimicrobianos y ayudar
a informar las decisiones realizar e impulsar acciones nacionales,

regionales y globales (OMS, 2018).

Por su parte, el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) public6é las amenazas de la resistencia
antimicrobiana en estados unidos, donde K. pneumoniae se encuentra
en la lista de las principales enterobacterias con mecanismos de
multirresistencia a los antibioticos (CDC, 2019). Con esta informacion,

se puede determinar que la multirresistencia constituye una amenaza
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creciente para la salud publica mundial, ya que este hecho necesita
ser trabajado en conjunto desde distintas areas de salud y gobierno
(Secretaria de Salud, 2019).

Historicamente, Klebsiella spp ha causado serias patologias tales
como infecciones en tracto urinario, neumonias y bacteriemias,
ademas de tener una estrecha relacién con las IAAS en individuos cuyo
sistema inmune se encuentra comprometido (Paczosa & Mecsas,
2016).

1.1.3. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae, fue descrita por microbidlogo aleman Theodor Albrecht
Edwin Klebs en 1875 de pacientes que presentaban neumonia, sin
embargo, fue hasta 1882, cuando Carl Friedlander la reconocié como
bacteria. Morfolégicamente, es un microorganismo Gram negativo
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, presenta capsula, es no
movil, fermentador de la lactosa y glucosa a las 24 horas, es positiva
para las pruebas de urea, Voges Proskauer (VP), o-nitrofenil-R3-D-
galactésido (ONPG), citrato, descarboxilacion de la lisina (LDC),
descarboxilacion de la ornitina (ODC) y catalasa. Mientras que es
negativa para las pruebas de indol, DNAsa y arginina dihidrolasa
(ADH) (Lopardo et al., 2016).

Esta bacteria se encuentra en aguas residuales, efluentes industriales,
suelo, vegetacion y agua; forma parte del microbiota habitual de los
individuos y es capaz de colonizar distintas partes del cuerpo como las

mucosas (Lai et al., 2019).

Actualmente se han descrito tres fenotipos: K. pneumoniae clasica (Kp-
c), K. pneumoniae hipermucoviscosa (Kp-hmv) y K. pneumoniae

hipervirulenta (Kp-hv). Por lo tanto, aunque pertenezcan al mismo
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género y especie tienen diferencias orientadas principalmente en los
factores de virulencia, lo que representa su etiologia en distintos
hébitats incorporando un reto para la practica clinica la distincion de
estos, por medio de las pruebas bioquimicas convencionales (Russo &
Marr, 2019).

Kp-c puede ocasionar infecciones graves en pacientes criticamente
enfermos, recién nacidos, individuos inmunodeprimidos o aquellos con
otros factores de riesgo en los establecimientos sanitarios (Follador et
al., 2016).

Kp-hmv fue reportada por primera vez en un absceso primario de
higado. A diferencia del fenotipo hipervirulento, no puede causar
infecciones en individuos sanos, ademas este fenotipo presenta una
mucoviscosidad de la colonia, evidenciando la caracteristica
hipermucoviscosa (Catalan-Najera et al., 2017; Rodriguez Medina et
al., 2019).

Kp-hv, es un fenotipo en evolucién que se caracteriza por ser mas
virulenta que la Kp-c e incluso puede llegar a infectar a los individuos
de la comunidad que se encuentren sanos (Lai et al., 2019). Se
documento su aparicion desde 1986 en Taiwan, China; como resultado
de absceso hepatico asociado con endoftalmitis séptica, sin embargo,
su diseminacion por todo el mundo es inevitable (Catalan-Ngjera et al.,
2017). Si bien es cierto que este microorganismo se encuentra en el
intestino, es capaz de colonizar otros tejidos causando meningitis,
abscesos epidurales, endoftalmitis, neumonia, bacteriemia absceso
hepatico y necrosis en piel y hueso (Choby et al., 2020). Entre los
factores asociados a su hipervirulencia destacan los serotipos
capsulares (K1y K2) y plasmidos de virulencia (pLVPK) dentro del cual,
contiene genes asociados para la hipermucoviscosidad como rmpA y

wabG adicionalmente, las cepas con este fenotipo se han identificado
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por la tipificacion de multilocus de secuencias (MLST) como las

secuencias tipo (ST) 23 y 163.

Actualmente en la practica clinica, no se puede tener la certeza para
determinar un fenotipo de hipervirulencia hasta que un método

molecular confirme la expresion de los genes (Lee et al., 2017).

Por otra parte, a través de técnicas moleculares y de secuenciacion, se
han identificado nuevas especies dentro del género Klebsiella spp, que
no es posible diferenciar de K. pneumoniae mediante técnicas
bioquimicas convencionales; Esta identificacion se ha basado en su
filogenia como se observa en la figura 2 (Martinez-Romero et al., 2018).
Dentro de éstas, las especies mas comunes son K. quasipneumoniae
y K. variicola, lo que hace que las técnicas moleculares sean las mas

adecuadas para una correcta clasificacion.

Recientemente gracias a las tecnologias de secuenciacion, la
taxonomia del género Klebsiella se ha expandido, lo que ha permitido
la caracterizacion nuevas especies y subespecies como se muestra en
la figura 2 (Wyres et al., 2020):

I.  Klebsiella pneumoniae (Kp1)
II. Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2)
lll.  Klebsiella variicola subsp. variicola (Kp3)
IV. Klebsiella quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4)
V. Klebsiella variicola subsp. tropica (Kp5)
VI.  Klebsiella quasivariicola (Kp6)
VIl.  Klebsiella africana (Kp7)
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Figura 2 Arbol filogenético de Klebsiella spp. (Wyres et al., 2020)

1.1.4. Klebsiella quasipneumoniae:

El aislamiento inicial de K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae y K.
guasipneumoniae subsp. simili-pneumoniae se limitaba en gran medida a la
agricultura 'y medio ambiente (agua y suelo). Sin embargo, este
microorganismo se encuentra como colonizador comensal del intestino,
sistema respiratorio, vias urinarias, sangre y por ende en cualquier parte del
ambiente hospitalario, incluso hay reportes donde se tiene una comorbilidad
con pacientes con cancer (Hala et al., 2019; Mathers et al., 2018). Antes de
su caracterizacibn como especie en 2014, de manera errbnea se le
identificaba como K. pneumoniae ya que los equipos automatizados no
contaban con la capacidad para diferenciar la especie aun con los escasos
datos bioquimicos diferenciadores (fermentacion de adonitol L- sorbosa y 3-
fenil propionato) (ver tabla 2) (Brisse et al., 2014).

Sin embargo, para resolver el problema el equipo de trabajo de Brisse en
2014, propuso un andlisis filogenético basado en cinco genes (rpoB, fusA,
gapA, gyrA, y leuS) para diferenciar con mayor facilidad las especies del
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género Klebsiella (Brisse et al., 2014; Martinez-Romero et al., 2018). Hasta
la fecha lo que se utiliza es la presencia y naturaleza de la beta-lactamasa
cromosomica de tipo bla-OKP, caracteristica de K. quasipneumoniae subsp.
quasipneumoniae (Fonseca et al., 2017).

1.1.5. Klebsiella variicola (Kp3):

De acuerdo a los datos, el nombre de K. variicola deriva del latin y significa
"habitante de diferentes lugares"” ya que como las demas integrantes del
género Klebsiella son ubicuas en la naturaleza (Rodriguez Medina et al.,
2019). Este género se encuentra en tres habitats principalmente: ambiente
(agua, suelo y plantas), superficies mucosas de los mamiferos y en simbiosis
con insectos. En México, K. variicola fue descrita como una nueva especie
bacteriana en 2004 basado en el analisis filogenético de seis genes house
keeping: rpoB, gyrA, nifH, infB phoE y mdh (Ulises Garza-Ramos et al.,
2015).

Los aislamientos de K. variicola y K. pneumoniae tienen caracteristicas
fenotipicas y bioquimicas similares (Martinez-Romero et al., 2018), De
acuerdo al estudio realizado por Barrios Camacho en 2019, la prevalencia
de K. variicola frente a K. pneumoniae es de 2.1% (Ulises Garza-Ramos et
al., 2015). La diferenciacion entre estas dos especies aun no se ha logrado
utilizando pruebas bioquimicas convencionales o métodos automatizados.
K. variicola ha sido aislada especialmente de sitios estériles, principalmente
sangre y orina. No obstante, debido a su dificultad de diferenciacion con otros
géneros, se desconoce desde cuando pertenece al ambiente hospitalario.
Su identificacion puede sospecharse frente a una fermentaciéon negativa al
adonitol, sin embargo debe ser confirmada por secuenciacion del gen rpoB
(codifica a la sub unidad B de la ARN polimerasa)(Lopardo et al., 2016).

Al igual que K. pneumoniae, se considera un patégeno oportunista capaz de

colonizar otros tejidos en condiciones de inmunosupresion y es responsable
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de infecciones en tracto urinario, respiratorio y bacteriemias (Rodriguez
Medina et al., 2019). En términos de virulencia, de acuerdo con el estudio de
Rodriguez en 2019, se abordan tres fenotipos para este microorganismo:
Clasica (cKv), Hipervirulenta (hvKv) e hipermucoviscosa (hmvKv) (Rodriguez
Medina et al., 2019). Ademas, una caracteristica interesante que se reporto
sobre la frecuencia de aislamiento de K. variicola, es la asociacion con

pacientes mayores de 80 afios (Imai et al., 2019).
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Tabla 2 Caracteristicas bioguimicas entre Klebsiella spp.
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Hidrélisis de urea + o - -
ONPG + + + + -
Voges Proskauer + + + = -
Malonato + + + - +
Descarboxilacion de + + + \Y; -
lisina
Acidificacion de Adonitol + - \Y; + +
Acidificacion de  L- - + Y, - -
sorbosa
Uso de 3-fenilpropionato - - v - -
Uso de 5-ceto-D- - + - - -
gluconato (48 h)
Uso de acido tricarbalico - + + - -

Nota: v representa la variabilidad entre el 20 y 80 %, modificado de Brisse et al., 2014

1.1.1. Estudios epidemioldgicos del mundo y México
Por medio de los estudios epidemiolégicos endémicos, se pueden establecer

medidas que conlleven a la prevencion, control y la poca dispersion de cepas
resistentes a los antimicrobianos. Las IAAS atribuidas a K. pneumoniae ,
representan un problema en las unidades pediatricas, neonatos, unidades
de quemados y de cuidados intensivos (UCI) principalmente, debido a la

inmunosupresion de los pacientes en dichas areas y la presencia de cepas
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multirresistentes (Cubero Gonzalez, 2015). Por este motivo en 2018 la OMS
se publico un listado donde se muestran los microorganismos patdégenos
prioritarios cuyos perfiles de resistencia a los antibidticos es alto a nivel
mundial, con el fin de dar prioridad a la investigacién y desarrollo de nuevos
y eficaces tratamientos con antibioticos. Dentro del listado, existen 3
categorias: media, alta y critica donde K. pneumoniae se encuentra
catalogada como prioridad critica con base en la urgencia (Tacconelli &
Magrini, 2018). Por otra parte, esta especie productora de carbapenemasas
representa un serio problema emergente, ya que aunque hay variaciones por
zona geografica en el mundo, la mayoria de estas se encuentran en
ambientes hospitalarios con tasas de 44% en Latinoamérica, 6.7% en
Estados unidos, 22.4% en Asia 'y 13.3% en Europa (Espino et al., 2018).

En México, gracias a los estudios epidemiologicos, se sabe que K.
pneumoniae es una de las 3 primeras causas de IAAS, lo cual representa el
9.5%. Representando el primer lugar dentro terapia intensiva neonatal,
segundo lugar en unidades de terapia intensiva pediatrica. ademas es el
segundo agente etiolégico mas comun de las bacteriemias y asociadas a
algun proceso invasivo, el tercero en neumonia asociada a la atenciéon de
salud y ventilador, cuarto en infecciébn de vias urinarias y asociacion de

infeccion quirdrgica (Secretaria de salud, 2017).

El tratamiento de primera eleccion en infecciones relacionadas a bacilos
Gram negativos se basa en el uso de antibiéticos beta-lactamicos ya que
mantienen su actividad bactericida por 24 horas ademas de ser la
prescripcion del 65 % de los antibiéticos en Estados Unidos (Espino et al.,
2018).

25



1.1.2. Antibidticos B Lactamicos.

Los antibioticos B-lactamicos, constituyen una familia de antimicrobianos
muy numerosa y bastante utilizada en la practica clinica, ademas tienen una

toxicidad baja a comparacion de otros grupos (Suarez & Gudiol, 2009).

El mecanismo de accion es la inhibicién de la sintesis de la ultima etapa de
la pared celular bacteriana (peptidoglicano), esto ocurre debido a que las
transpeptidasas y carboxipeptidasas que son enzimas responsables de la
transpeptidacion se unen covalentemente a la penicilina y a los otros
antibioticos del grupo (Eyler & Shvets, 2019). Otro mecanismo de accion de
estos antimicrobianos es la activacion de una autolisina bacteriana
enddgena que elimina toda la capa del peptidoglucano, ademas las cepas
gue no poseen la autolisina tienden a dejar de crecer en presencia del
antibiotico B-lactamico, sin embargo no se destruyen en su totalidad (Pefia,
2016).

A continuacién, se muestra en la figura 3 la estructura quimica de los
antibidticos B-lactamicos los cuales se constituyen por un anillo principal

(anillo B-lactamicos constante) y un anillo secundario (variable):

26



Anillo betalactamico + Anillo secundario = Niicleo del betalactamico —= GRUPO ANTIBIOTICO

Anillo tiazolidinico Acido G-aminopenicilanico FPENICILINAS

Anillo dihidratiacinico Acida 7 a-cefalosporinico CEFALOSPORINAS

Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS

Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS

Anillo oxazalidinico Clavamoloxapenamo ACIDO CLAVULANICO?

Figura 3 Estructura quimica de los Slactamicos (Suérez & Gudiol, 2009)

La presencia del anillo B-lactamico define quimicamente a esta familia de
antibiéticos y ademas le confiere su mecanismo de accion. Actualmente
existen distintos grupos de p-lactdmicos: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos, monobactamicos y acido clavulanico (Suarez & Gudiol,
2009).

Este tipo de antibiéticos se ha usado para el tratamiento de IAAS por mucho
tiempo por lo que actualmente se encuentra registrada su resistencia a lo

largo del mundo (Lee et al., 2016).
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1.1.3. Factores de resistencia

El descubrimiento de agentes antimicrobianos potentes y seguros es
posiblemente el mayor avance en la atencién de la salud de la historia,
reduciendo la morbilidad y mortalidad considerablemente y aumentando la
esperanza de vida. La resistencia a los antimicrobianos de K. pneumoniae
es un tema anterior al siglo XXI tanto para México (Silva et al., 2000), como
para otros paises (china) (Schooneveldt et al., 1998), Estados Unidos
(Nordmann et al., 2011), Colombia (Villegas et al., 2006), Canada, Italia, sin
embargo al transcurrir los afios se han realizado mas investigaciones que

logran reforzar y aumentar el conocimiento de estos mecanismos.

En 1996 se registro la primera cepa con enzima carbapenemasa (KPC) en
un hospital de Carolina del Norte en Estados Unidos, la cual fue presentada

a CDC como parte de un proyecto epidemiolégico (Munoz-Price et al., 2013).

El tratamiento de eleccion para las infecciones asociadas a Klebsiella spp
normalmente son las cefalosporinas (Rosenthal, 2013); sin embargo, el
empleo tan frecuente de estos antibidticos en las Ultimas décadas ha
propiciado en la transmisiéon de mecanismos de resistencia mediada por
elementos genéticos moviles como los plasmidos, transposones e

integrones (Martinez R. et al., 2016).

Los antibioticos p-lactdmicos son ampliamente utilizados para tratar
infecciones causadas principalmente por el grupo Enterobacteriaceae, sin
embargo, el uso o mal uso de tales antibiéticos ha contribuido a

la aparicion de cepas resistentes a carbapenémicos (Reyes et al., 2019).

El uso excesivo de antibidticos B-lactamicos ha originado la aparicién de
diversos mecanismos de resistencia bacteriana que limitan su uso en la
practica clinica (Aires-De-Sousa et al., 2019). A continuacion, se describen
los cuatro principales mecanismos de resistencia a los antibidticos f3-

lactAmicos (Cubero Gonzalez, 2015):
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a) Bombas de expulsidon activa:

El sistema de transporte estd conformado por proteinas presentes en la
membrana especializadas que tienen la funcién de capturar y expulsar
activamente los antibiéticos del citoplasma a la membrana celular para que
no ejerzan su efecto en los sitios diana dentro de la bacteria. Este se
proceso se lleva a cabo gracias a la energia de protones o sistemas
relacionados con ATP. Las bombas de salida activas AcrAB y OgxAB se

detectan con frecuencia en Klebsiella pneumoniae (Li et al., 2020).
b) Modificacién de la permeabilidad de la membrana externa:

La membrana externa de las bacterias Gram negativas supone para los
antibioticos B- lactAmicos una barrera que deben atravesar antes de unirse
a las PBPs. Al ser hidrofilos los antibiéticos B-lactamicos, no se difunden
bien a través de la membrana externa y deben utilizar canales proteicos
inespecificos para atravesarla, denominados porinas. La resistencia a
antibioticos B-lactdmicos puede producirse por pérdida total o parcial de las
porinas y modificacién de las mismas. Normalmente, este mecanismo se
asocia a la produccion de B-lactamasas o la presencia de bombas de eflujo
gque bombean el antibiético al exterior. En K. pneumoniae se han
identificado dos porinas principales: OmpK35 y OmpK36 (Moreno-Monge,
2013).

c) Alteraciones en las proteinas fijadoras de penicilina (PBP’s) o

penicillin binding proteins:

Las enzimas PBP’s tienen la funcion de favorecer la sintesis de
peptidoglicano, sin embargo, también son el objetivo especifico de los
antibidticos B-lactamicos. Las modificaciones en su estructura impiden las
interacciones normales con los antibiéticos, lo que hace que las PBP pierdan
su afinidad por los antibidticos B-lactdmicos, lo que conlleva a una mayor

resistencia bacteriana a los mismos. La sobreproduccion de PBP también
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conduce a una susceptibilidad reducida de las bacterias a los antibiéticos 3-
lactdmicos porque no hay suficientes moléculas antibidticas para saturar el
exceso de PBP producido. (Santajit & Sirijan, 2016).

d) Produccion de enzimas B-lactamasas:

Las B-lactamasas son enzimas hidroliticas que destruyen el enlace amida
existente en el anillo B-lactamico, de esta manera se activa el antibiotico de
forma irreversible. Dentro de las enterobacterias, la sintesis de las B-
lactamasas constituye el mecanismo de mayor importancia ante la
resistencia a los antibiéticos B-lactamicos y de adaptacion bacteriana a los

nuevos antibiodticos B-lactamicos (Pefa, 2016).

Estas enzimas se clasifican de acuerdo a la escala de Ambler segun su
estructura molecular de acuerdo al aminoacido localizado en el centro
activo ya sea serina para A, C, D y Cisteina para los del grupo B. Dentro de
la clase A existen familias de B-lactamasas denominadas TEM-1, SHV,
KPC y CTX-M (Silveira et al., 2018).

Las B-lactamasas de la clase B presentan la caracteristica que, ademas de
hidrolizar penicilinas y cefalosporinas, también hidrolizan al grupo de los
carbapenémicos. Estas enzimas requieren zinc para realizar la inactivacion
del antibidtico, por lo que se conocen como metalo-B-lactamasas (MBL) y
se pueden catalogar en este grupo de enzimas NDM, VIM, IMP, GIM, SPM,
y SIM (Garza Ramos et al., 2009).

Las B-lactamasas de la clase D son las mas comunmente encontradas en
aislamientos de IAAS donde se encuentra el grupo de enzimas OXA-48,
OXA-1y OXA-19 (Nordmann et al., 2011). En la figura 4 se muestran los

principales mecanismos de resistencia a los B-lactamicos
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Figura 4 Principales mecanismos de resistencia a los -lactadmicos, traducido y modificado de
(Cubero Gonzalez, 2015).

Desde que K. variicola fue identificada en 2004 como nueva especie
bacteriana, las investigaciones no se hicieron esperar para demostrar su rol
como patégeno humano. En términos de la resistencia a los antimicrobianos,
se han documentado cepas MDR como a la colistina relacionado a

mecanismos cromosomicos (Rodriguez Medina et al., 2019).

Estudios moleculares demuestran que K. pneumoniae, K quasipneumoniae
y K. variicola comparten genes cromosémicos moviles codificantes para la
resistencia a los antimicrobianos como: SHV, KPC, CXT-M, TEM y NDM que
estan distribuidos en todo el mundo (ver figura 5) (Rodriguez Medina et al.,
2019).
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Figura 5 Diseminacidn de K. variicola en los distintos paises y sus genes asociados a la resistencia a
los antimicrobianos (Rodriguez Medina et al., 2019).

La disponibilidad para adquirir genes de resistencia por parte de Klebsiella
quasipneumoniae apunta a la captacién de plasmidos de otras especies de
Enterobacteriaceae como por ejemplo el gen blakec por medio de una
transferencia horizontal (Mathers et al., 2019). Como evidencia de esto, hay
reportes del gen blakrc en Arabia (Hala et al., 2019), la presencia de Metalo
beta lactamasa en un hospital de neonatos en Nigeria (Brinkac et al., 2019)

y blakec-2 en Singapur (Octavia et al., 2019).
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1.1.4. Factores de virulencia

La capacidad para causar infecciones de Klebsiella spp, se centra
especialmente a una serie de mecanismos implicados en la evasion del
sistema inmune y en la invasion tisular. Entre los principales factores se

encuentran (Cubero Gonzalez, 2015):

Antigenos de superficie (antigeno K, antigeno O).
Las adhesinas (fimbrias o no fimbrias).

Los sideroforos.

Biofilm.

La actividad ureésica.

2 o

La hipermucoviscosidad.

1. Antigenos de superficie (antigeno K, antigeno O).

Los miembros al complejo de Klebsiella pneumoniae y todos los miembros
del género Klebsiella spp. Como tal expresan dos tipos de antigenos en la
superficie. El primero es el polisacérido capsular (antigeno K) y el otro es
lipopolisacarido (LPS o antigeno O). Ambos antigenos contribuyen

significativamente a la patogenicidad de las bacterias.

El antigeno O es el componente mas externo de LPS en la membrana
externa y consiste en polimeros de oligosacaridos repetidos, lo que le
otorga una gran variabilidad quimica. La gran variabilidad encontrada en el

antigeno O favorece la resistencia del complemento.

La resistencia al suero también esta relacionada con el antigeno K y el
namero de capsulas producidas, lo que conlleva una variabilidad en su
composicién. El polisacarido capsular es el factor de virulencia mas
importante, actia como un elemento protector a las bacterias ante la
fagocitosis por células polimorfonucleares y previene su muerte por

factores séricos. (Paczosa & Mecsas, 2016).
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2. Las adhesinas (fimbrias o no fimbrias).

Algunas de las enterobacterias producen cierto nUmero de adhesinas que
ayudan al organismo a adherirse/fijarse en las células huésped, lo cual es
crucial para ejercer la infeccion en un sitio especifico. Para la adhesion,
Klebsiella spp. tiene fimbrias, que en su mayoria pueden pertenecer a dos
tipos predominantes: tipo 1, sensible a manosa y tipo 3, resistente a la
manosa, ambas tienen dos subunidades, las del tipo 1 tienen Fim Ay Fim H,
mientras que las del tipo 3 poseen MrKD (unién a matrices extracelulares,
tejidos) MrKA (abidticas). (Lopardo et al., 2016).

3. Los sider6foros.

Un elemento vital para el desarrollo bacteriano es el hierro, sin embargo,
en ocasiones, su disponibilidad puede ser limitada. Para solucionar este
problema, Klebsiella spp. produce sideroforos, determinantes para la
absorcion de hierro, estos son quelantes que facilitan la extraccion de hierro
de la bacteria al unirse a las proteinas del huésped. Algunos de los
sideréforos de Klebsiella spp. clasificados segin su composicién quimica,
son enterobactina (ent), aerobactina (iucA), yersiniabactina (ybtS), u otros
sideroforos como el codificado por iutA y el sistema de deteccidn de hierro
kfu.(Lopardo et al., 2016).

4. Biofilm.

El biofim se define como wuna poblacibn de células unidas
irreversiblemente, esta recubierta por una matriz hidratada de sustancias
exopoliméricas, proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos. Su formacion
es una evolucion compleja que implica: en una primera instancia la fijacion
e inmovilizacion sobre una superficie, después se lleva a cabo la interaccion
entre células, se forman microcolonias en el sitio, se forma una capa
confluente organizada, y por ultimo se lleva a cabo la lisis del conglomerado

bacteriano desarrollando una estructura tridimensional. Ademas, existen
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genes relacionados con el biofilm como: fabZ y IpxC para la homeostasis y

para la formacion de yfgL o BamB. (Chung, 2016; Wang et al., 2020).
5. La actividad ureésica.

Klebsiella spp. Tiene la habilidad para metabolizar urea como fuente de
nitrdgeno gracias a una enzima ureasa citoplasmatica que descompone la
urea en dioxido de carbono y amoniaco; este ultimo puede alterar la
estabilidad de los tejidos y juega un papel importante en la persistencia de
algunos patégenos. Sin embargo, la incapacidad para metabolizar la urea
puede reducir la capacidad de colonizacion y la persistencia de las bacterias
en ambientes donde la urea es abundante, como el tracto digestivo.
(Paczosa & Mecsas, 2016).

Los genes que son funcionales o estructurales son un trimero que se
encuentra en los genes ureA, ureB y ureC. La generacion de la enzima
ureasa funcional requiere la presencia y expresion de algunos genes

accesorios como: ureD, ureF, ureG y ureE (D. Kim et al., 2019).

6. La hipermucoviscosidad.

Las distintas cepas que son hipervirulentas de Klebsiella spp. con serotipos
gue se relacionan con una alta produccion de polisacarido capsular, son
capaces de infectar incluso a personas sanas (inmunocompetentes) ya que
causan infecciones adquiridas en la comunidad como abscesos cerebrales
piégenos, abscesos hepaticos, endoftalmitis y neumonia entre otras. Las
cepas hipervirulentas suelen presentar un fenotipo hipermucoviscoso que
puede ser debido a la expresion de dos genes: asociado a la
mucoviscosidad (magA) y gen regulador del fenotipo mucoide A (rmpA,
rmpC y rmpD) (Walker et al., 2020).

A continuacion, se observa en la figura 6 los algunos de los factores de

virulencia que posee Klebsiella spp
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Figura 6 Principales factores de virulencia de Klebsiella spp traducido de (Choby et al., 2020).

1.1.5. Factores de virulencia descritos por especie

Los fenotipos de virulencia de K.variicola involucran genes de factores de
virulencia como: fimV, kvi, kva, iucA, iroB, rmpaAz2, capsula, LPS y fimbrias
tipo 3 (Rodriguez Medina et al., 2019).

Andlisis in silico de K. pneumoniae y K. variicola revelan que comparten una
virulencia asociada en genes que codifican principalmente a sideroforos,
metabolismo de urea, enzimas de biosintesis del LPS y fimbrias. Por otro
lado el gen FimV podria considerarse un caracter comun en las cepas de K.
variicola que las distingue de las de K. pneumoniae; ya que la mayoria de

las cepas de K. variicola contienen este gen (Martinez Romero et al., 2018).

Un estudio realizado en 2020, demuestra la conjugacién del plasmido
pKV8917 de K. pneumoniae a K.variicola como portador de nuevos
determinantes de hipermucoviscosidad y capsula aunado a la capacidad

intrinseca de K. variicola de contener plasmidos que conllevan a la
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resistencia a los antibiéticos y genes de virulencia (Rodriguez Medina et al.,
2020).

Por parte de K. quasipneumoniae existen reportes entorno a la los factores
de virulencia reportados en ambiente hospitalario, tales como capsula,
proteinas de adhesion de fimbrias, sideroforos y sistemas de secrecion tipo
VI (Martinez Romero et al., 2018; Mathers et al., 2019).

Se reportd en Italia la primera cepa hipermucoviscosas de K.
guasipneumoniae subsp. quasipneumoniae por medio de la secuenciacion
del ADN genomico de FI_HV_2014 donde cabe destacar que los genes rmpA
y rmpA2 no fueron encontrados mientras que el alelo capsular wzi si se

encontré (Arena et al., 2015).
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2 Objetivos

2.1 General

Caracterizar molecular y fenotipicamente los aislamientos de Klebsiella spp.
de interés clinico y epidemiologico obtenidos en hospitales de Querétaro.

2.2 Particulares

1. Identificar K. pneumoniae, K. variicola y K. quasipneumoniae por
medio  de PCR Multiplex en muestras provenientes de aislamientos
clinicos.

2. Determinar el fenotipo y genotipo de resistencia de Klebsiella spp.
provenientes de aislamientos clinicos.

3. Determinar el fenotipo y genotipo de virulencia de Klebsiella spp.
provenientes de aislamientos clinicos.

4. Analizar las caracteristicas relacionadas a la procedencia del

aislamiento con su resistencia y virulencia.

38



3 Metodologia
3.1 Disefio
El disefio de este proyecto de investigacion es de tipo observacional,

transversal, retrospectivo.

3.1.1 Definicién del Universo
Aislamientos clinicos de K. pneumoniae recolectadas en hospitales de
SESEQ de Querétaro.

3.1.2 Tamaifio de muestra
Todos los aislamientos de K. pneumoniae obtenidos durante el periodo de
enero a octubre de 2019 que cumplan con los criterios de seleccidon

(axénicos y recuperables)

3.1.3 Ciriterios de inclusion
Microorganismos aislados e identificados como K. pneumoniae mediante
pruebas bioquimicas en los departamentos de microbiologia de
laboratorios de los hospitales SESEQ, durante el periodo de muestreo.
3.1.4 Criterios de exclusion
Aislamientos que no cuenten con la informacion completa del informe de
laboratorio.
3.1.5 Ciriterios de eliminacién
Microorganismos que no lograron resistir a los procesos de conservacion
bacteriana durante el estudio 0 que se encuentre contaminados con una

cepa de otra especie bacteriana.
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3.2 Definicion de variables y unidades de medida

Tabla 3 Variables y unidades de medida del estudio

Variable Definicion Unidad de  Tipo de variable
medida
Fenotipo de Expresa un fenotipo de Ausente o Cualitativa/Nominal
carbapenemasa carbapenemasa presente
Se identifican uno o varios  IMP, VIM, OXA, Cualitativa/Nominal
Genotipo de genes codificantes para la
carbapenemasa enzima.
Genotipo de B- Se identifican uno o varios SHV, CTX-M, Cualitativa/Nominal
lactamasas genes codificantes para la TEM y NDM
enzima.
Cepacon Expresa el fenotipicamente la Se expresa o Cualitativa/Nominal
Hipermucosidad produccion de no se expresa.

("String test”)
Biofilm

Genotipo de
virulencia

3.3 Metodologia

hipermucoviscosidad
Expresa fenotipicamente este Ausente 0 Cualitativa/Nominal

tipo de estructura. presente
Se identifican uno o varios rmpA2, Cualitativa/Nominal
genes de virulencia iucA, Irp2,
wzyK1,
wzyK2

-

3.3.1 Procesamiento general
(Procedencia, resiembra y
extraccion de ADN)

3.3.2 Identificacion de
género y especie

3.3.3 Determinacion de
factores de resistencia

3.3.4 Determinacion de
factores de virulencia

Figura 7: Esquema del procesamiento general de las muestras
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3.3.1 Procesamiento general

Procedencia de los aislamientos.

Los aislamientos clinicos identificados como K. pneumoniae, fueron
recolectados durante el periodo de enero a diciembre de 2019 como parte
del proyecto de investigacion registrado ante el Consejo Universitario
(nimero de registro FME201809), por lo cual las cepas de trabajo ya se
encontraban dentro del cepario del laboratorio de enfermedades infecciosas
y microbiologia clinica en la facultad de medicina de la UAQ. Las cepas
fueron conservadas dentro del laboratorio en caldo BHI con 15% de glicerol
a -70°C. Los resultados de susceptibilidad a antimicrobianos se determinaron
en el laboratorio donde fueron procesadas e identificadas las muestras de
origen, por medio del equipo semiautomatizado VITEK 2 (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Francia), utilizando la tarjeta AST-GN70 que corresponde para los

microorganismos Gram negativos.

Condiciones de resiembra de los aislamientos

A partir de las cepas conservadas dentro del laboratorio en caldo BHI con 15%
de glicerol a -70°C, se sacaron del congelador y se colocan en un termobloque
frio para evitar el descongelamiento. Una vez en la campana de trabajo, se
tomd una asada de esta (raspadura del congelado) y por el método de estria
cruzada se sembro en toda la placa, la cual contiene agar Luria-Bertani y se
regreso a congelacion la cepa original. Posteriormente se incubé de 24 horas
a 37 °C.

Extraction de ADN (Wizard® Genomic DNA Purification Kit)
Se centrifugé 1 mL de un cultivo de una noche en agar LB por 2 minutos

entre 13000 y 16000 g y se descartd el sobrenadante. Lisado de células: Se

afiadieron 600 pL de solucion de lisis y pipetedé hasta su mezclado,
posteriormente se incubé por 5 minutos a 80 °C y se dejo enfriar a

temperatura ambiente. Se adicionaron 3 pL de la solucion ARNasa, se
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mezclé e incubo a 37°C por entre 15- 60 minutos, pasado el tiempo se dejo
enfriar a temperatura ambiente.

Precipitacion de proteinas: Se afiadié 200 uL de la solucién precipitadora de

proteinas y mezclé en el vortex, se incubd en hielo por 5 minutos y

posteriormente se centrifugé por 3 minutos a 13000 g. Precipitacion y

rehidratacion del ADN: Se transfirié el sobrenadante del tubo a uno nuevo el

cual contiene 600 pL de isopropanol y se mezcld. Se centrifugé y decanté el
sobrenadante, afiadiendo 600 uL de etanol al 70 % a temperatura ambiente
y se mezcld. Se centrifugé por 2 minutos entre 13000 y 16000 g, se aspiro el
etanol y se dejo secar el pellet por 10-15 minutos. Por ultimo, se rehidrato el

pellet de ADN con 100 pL de solucion rehidratadora por una hora a 65 °C.

3.3.2 Confirmacién de especie
Para la confirmacion de especie de las cepas aisladas, se realiz6 una PCR-
multiplex (Humberto et al., 2021) con el fin de diferenciar K. pneumoniae, K.
quasipneumoniae y K. variicola en una reaccién con un volumen final de 25
ML. A continuacion, se muestra las condiciones generales de la PCR
empleada (Tabla 4) y los oligonucle6tidos necesarios para las diferentes

especies (Tabla 5).
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Tabla 4. Condiciones de generales de reaccién PCR (volumen final 25 pL).

Reactivo Volumen [Final]
Agua 0.96 uL
Buffer luL 1X
MgCl: luL 5mM
dNTPs luL 1mM
*Oligonucleo6tidos-F/R *0.4 uL *0.4 pmol/uL
Taq polimerasa 0.04 uL 0.02U
DNA templado 2uL >50 ng
Etapa Temperatura y tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 92°C/ 2 min 1x
Desnaturalizacion 92°C/ 30's
Alineacion 60°C/ 30's 30x
Extension 72°C/ 40 s
Extension final 72°C/ 3 min 1x
Incubacion 4°C [

Nota: * Se tendrén ajustes para el volumen Unicamente de acuerdo con los cebadores
utilizados.

Tabla 5. Oligonucleétidos para identificacion de especies K. pneumoniae, K.
quasipneumoniae y K. variicola.

Oligo Gen Secuencia Tamafio  Especie
Kv275 = Fosfoenolpiru- Kv275-F: 275 pb K.
vato mutasa ATTAATGTCGCTGCCCGTCA variicola
Kv275-R:
CCGACGGAACTGGTAAACGA
Kq372 Tripartite Kq372-F: 372 pb K.
tricarboxilato GATCGCCCTGATCGGCTGCT quasipneu
transportador moniae
TctA Kg372-R:
CCGAACGCCAGCGACCACTG
Kpn650 Diguanilato Kpn650-F: 650 pb K.
fosfodiesterasa =~ TGCTTGCCAATGTCTGGGAT pneumoniae
Kpn650-R:
TCTGGCCTGCGTCGCAGCAT

Nota: los controles positivos para la caracterizacion molecular:
. K. pneumoniae (13883)
. K. variicola (F2R9)
. K. quasipneumoniae (10441)



3.3.3 Determinacion de Resistencia

Produccién de carbapenemasas (Determinacion fenotipica)
La deteccion de la presencia de carbapenemasas en las cepas aisladas se
determiné por medio de la prueba bioquimica Carba NP descrito por el

protocolo de Nordmann y Poirel (Nordmann et al., 2012).

Se resuspendieron entre 1 y 2 colonias de la cepa aislada (agar LB) en 100
ML de buffer de lisis Tris-HCI 20 mmol / L, se agité en vortex por 1min y se
incubo por 30 min a 25°C. Se centrifugd a 10,000 rpm, se mezclaron 30 uL
del sobrenadante en una microplaca de polietileno de 96 pocillos la cual
contiene: 100 yL de solucion de 6 mg/ml de imipenem (6 mg/mL de
monohidrato de imipenem, pH 7.8, rojo de fenol 0.05% y 0.1 mmol/L de
ZnSO0 4), y se incubd por dos horas a 37°C. La prueba se interpreta como
positiva si hay un cambio de rojo a amarillo. Para el control positivo se realiza
el mismo procedimiento colocando una cepa resistente a Imipenem (E. coli
ATCC 15610 o 15704) y para el control del medio se realiza el mismo
procedimiento mezclando la suspension bacteriana con 100 pyL de una

solucion libre de Imipenem (Dortet et al., 2014).

Para preparar la solucién de rojo de fenol, se mezclaron 2 ml de una solucién
de rojo fenol (Merck Millipore) al 0,5% (peso /vol) con 16,6 ml de agua
destilada. Posteriormente se ajust6 el a pH 7.8 adicionando gotas de NaOH
1N.

Resistencia a polimixina (Determinacion fenotipica)

La deteccion de la resistencia a las polimixinas en las cepas aisladas se
determiné por medio de la prueba polimixin NP. Esta técnica permite la
deteccién de la resistencia a colistina. Las bacterias fueron suspendidas en
solucion NaCl al 0.85% y se ajustd su absorbancia equivalente a 3 en la
escala de McFarland (ODs2snm 0.38-0.45), para obtener una concentracion
aproximada de 9x108 UFC/mL. Posteriormente, en una placa de poliestireno

de 96 pozos se inocularon 50 pL de la suspension bacteriana en 150 uL de
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medio de reaccion (caldo Muller-Hinton adicionado con glucosa anhidra, rojo
de fenol a un pH de 6.7) en presencia de colistina (5 ug/mL) y en ausencia
de colistina. Se incubd por 2h a 37°C y un cambio de coloracion de rojo a
amarillo se consider6 como positivo para la resistencia a colistina (Simar et
al., 2017).

Determinacion genotipica:

Para los genes relacionados con factores de resistencia a los
antimicrobianos, Lo que se hizo fue tomar como punto de partida el gen mas
comun y lo cual en este trabajo nos enfocamos en los siguientes genes:
NDM, CTX-M1y CTX-M2 (Tabla 6) (Poirel et al., 2011).

Tabla 6. Oligonucleétidos especificos para genes de resistencia en K. pneumoniae.

bla imp IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 232
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC
© NDM blanom  NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621
g NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
c
e
N VIM blavm  VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 390
5 VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG
OXA blaoxa  OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC 438
OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
SHV blaswy  SHV-F ACT GAA TGA GGC GCT TCC 291
SHV-R TCT CAG CGC AAATCC GCG
2 CTX-M1 blactxm CTX-M-F GCTGTTGTTAGGAAGTGTGC 811
é CTX-M-R GGTGACGATTTTAGCCGCC
% CTX-M1 blacrxm CTX-M-F ATGATGACTCAGAGCATTCG 884
a CTX-M-R TTATTGCATCAGAAACCGTG
TEM blatem TEM-F CAACATTTT CGT GTCGCCC 844
TEM-R GCT TAATCAGTG AGG CACC

Nota: Los controles positivos para las pruebas especificas de resistencia:
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e Control NDM: cepa local del CICEI, INSP con nimero 15562
e Control CTX-M-1: cepa local del CICEI, INSP con nimero 11297

3.3.4 Determinacion de virulencia

Determinacion de hipermucoviscosidad (Determinacidn fenotipica)

El método para determinar la hipermucoviscosidad es el “string test”, este
método consiste en medir la viscosidad de una colonia que se encuentre en
una placa de agar MacConkey. Por medio de un asa bacteriolégica se pico
la colonia y se levantd hasta ver el filamento/hilo maximo medido en
milimetros. La prueba sera considerada positiva si el filamento mide =5 mm

como se muestra en la figura nimero 8 (Yang et al., 2020).

Figura 8 Demostracion de la prueba de String Test (Kumabe & Kenzaka, 2014)

Produccion de biofilm (Determinacién fenotipica)

En un cultivo de una noche, se dejé incubando a 37 °C en agar LB. Se
colocaron 180 uL de caldo LB en un pocillo de la placa de poliestireno, se
adicionaron 20 pL de la suspension bacteriana cultivada previamente en
agar LB por una noche a concentraciéon 0.5 McFarland para después
incubarse por 18-20 h. a 37°C (por triplicado). Finalizada la incubacion, se

realizaron 3 lavados con 200 uL PBS en inversion entre cada lavado, se dejo
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secar y se adicionaron 200 uL de safranina al 0.2% por 30 min. a 25°C. Se
desecho el colorante y se lavo nuevamente con 200 puL de PBS para secar
por 20 min. Tras la adicion del colorante sobre el biofilm, se solubilizaron la
mezcla con 200 pL de etanol: acetona (80:20 v/v) y se agitd suavemente
durante 10 segundos para que posteriormente se leyera la densidad Optica
a 492 nm en un lector de ELISA (Bandeira et al., 2014). La produccion de

biofilm se clasifica de la siguiente manera:

No productor = DO < DO control negativo.

Productor débil = DO < 2DO control negativo.

Productor moderado = 2DO control negativo < DO < 4DO control negativo.
Productor fuerte = 4DO control negativo < DO.

Determinacion genotipica:

Para los genes relacionados con factores de virulencia, se realiz6 el analisis
mediante PCR punto final (Candan & Aks6z, 2015), para las secuencias de
rmpA2, iucA, irp2, serotipo capsular K1, K2 (Tabla 7).

Tabla 7. Oligonucledtidos especificos para genes de virulencia en K. pneumoniae.

Oligo Gen Secuencia Tamafio
rmpA2 RmpA2 rmpA2-F: CTTTATGTGCAATAAGGATGTT 450 pb

activador rmpA2-R: CCTCCTGGAGAGTAAGCATT
transcripcional

iucA Aerobactina iUCA-F: AATCAATGGCTATTCCCGCTG 239 pb
iucA-R: CGCTTCACTTCTTTCACTGACAGG
Irp2 Yersiniabactina = irp2-F: GCTACAATGGGACAGCAACGAC 230 pb
irp2-R: GCAGAGCGATACGGAAAATGC
wzyK1 Serotipo wzyK1-F: GGTGCTCTTTACATCATTGC 128 pb
capsular K1 wzyK1-R: GCAATGGCCATTTGCGTTAG
wzyK?2 Serotipo wzyK2-F: GACCCGATATTCATACTTGACAGAG 641 pb

capsular K2 wzyK2-R: CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC

Nota: Los controles positivos especificos para cada prueba de virulencia son:
e Control rmpA2: cepa local del CICEI, INSP con ndmero 10271
e Control iucA: cepa local del CICEI, INSP con nimero 13526
e Control k1: cepa local del CICEI, INSP con nimero 13526
e Control k2: cepa local del CICEI, INSP con nimero 15660
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3.3.5 Analizar las caracteristicas relacionadas a la procedencia del
aislamiento con su resistencia y virulencia:

Con base en los resultados de virulencia y resistencia (fenotipo y genotipo),
se analizo esta informacién con la hoja del reporte de laboratorio; tomando en
cuenta los siguientes datos:

e Tipo de paciente (Consulta externa u hospitalizado)

e Tipo de muestra (Lugar de origen del muestreo)

e Patrones de resistencias a los antimicrobianos particularmente

Cefotaxima, Ceftazidima y Carbapenémicos.
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4 Resultados

4.1 Identificacion molecular de especies del complejo de
Klebsiella pneumoniae

Los aislamientos que cumplieron con los criterios de seleccion para este

estudio fueron un total de 83, todos ellos procedentes de muestras clinicas.

Todos los aislamientos fueron identificados de manera exitosa a través de la

técnica de PCR multiplex, como se muestra de manera representativa en la

figura 9.

700 pb
600 pb

300 pb
200 pb

Figura 9 Ejemplo de controles positivos en gel de electroforesis al 1%, resultado de la PCR Multiplex para
la diferenciacion del complejo de K. pneumoniae: En el carril uno esta el marcador de peso molecular, en
el carril dos se encuentra el control positivo con lastres especies mezcladas. En el tercer carril esta K.
variicola (F2R9) DGC. En el cuarto carril se encuentra K. quasipneumoniae (10441) TctA y en el Ultimo
carril se encuentra K. pneumoniae (13883) PepM,
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La figura 10 muestra los resultados de la identificacion molecular de los 83
aislamientos de interés, Del total de aislamientos, 78 (94%) pertenecen a la
especie K. pneumoniae, 1 (1.2%) a K. variicola y 4 aislamientos (4.8%) K.
guasipneumoniae.

K_Iebsiella _ Klebsiella
quasipneumoniae variicola

4.8 % (4) \ / 1.2 % (1)

Klebsiella
pneumoniae
94 % (78)

Figura 10 Frecuencias relativas y absolutas de las 3 especies del complejpo K. pneumoniae,
identificadas por un método molecular. Kp corresponde a Klebsiella pneumoniae, Kv a Klebsiella

variicola y Kg a Klebsiella quasipneumoniae
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4.2 Determinacion del fenotipo y genotipo de resistencia

4.2.1 Identificacion de B-lactamasas
De las 83 cepas clinicas estudiadas, 57 (69%) resultaron positivas de
acuerdo con los resultados emitidos por el Vitek 2. Es importante mencionar
que 2 aislamientos positivos corresponden al género Klebsiella
quasipneumoniae. Todos los aislamientos con el fenotipo BLEE fueron
analizados para la busqueda e identificacion de los genes responsables de
dicho fenotipo, iniciando con blacxw: que actualmente es el mas comun
dentro de estos genes, seguido del blacrxw2. A continuacion, se muestra en
la figura 11, los resultados representativos de la PCR de punto final para la

determinacion de dichos genes.

A)

R R

y lh"’ | m— ‘.~“' ‘l:_.’. ) ral ) lﬁl

1000 pb

750 pb 600pb

500 pb 500 pb

300 pb
250 pb 200 pb

100 pb

Figura 11 Ejemplificacion de la electroforesis realizada para la amplificacion de genes CTX-M-1y CTX-
M-2:

A) carril 1: marcador de pesos molecular de 10KB, carril 2: control Negativo, Carril 3: blactx-w-1 C (+)
se uso con la cepa 11297 y el dltimo carril corresponde a la cepa K-090 cuyo resultado es positivo.

B) Carril 1 control negativo, Carril 2: blactx-m-2 C (+) se usé con la cepa 15903, carril 3: marcador de
peso molecular de 5 KB. Carril 4 en adelante: 3 muestras positivas y una negativa.

De las 57 BLEE positivas de acuerdo con el resultado del Vitek 2, se
determiné una frecuencia de 70 % (40 aislamiento) del gen de la B-
lactamasa blactx-m-1 dentro de los cuales 2 aislamientos correspondian a K.
guasipneumoniae. De igual forma, de las 17 muestras negativas para el

gen blactx-v-1, S€ hizo la busqueda para el gen blacTx-m-2donde 14 muestras
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(25%) que correspondieron en su totalidad a la especie Klebsiella
pneumoniae resultaron positivas. Debido a limitaciones de tiempo y
logistica, no fue posible evaluar los 3 aislamientos BLEE positivos
restantes. En la figura numero 12, se pueden apreciar la distribucion,
proporcion y los porcentajes del total de las muestras, asi como los genes

de resistencias encontrados.
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Diversidad de genes de resistencia del
fenotipo BLEE

BLEE (-) BLEE (+)

31% 69%

Figura 12 Representacion grafica del Fenotipo BLEE y la proporcion total de los genes encontrados

4.2.2 ldentificacion de Carbapenemasas

En primer lugar, se realizé la prueba fenotipica de Carba NP al total de las
cepas, encontrando 3 cepas positivas (3.6%), evidenciando por la hidrolisis
del carbapenémico; cabe aclarar que las cepas positivas corresponden a la
especie Klebsiella pneumoniae (ver figura 13).

Figura 13 Resultados de la prueba carba NP. De izquierda a derecha corresponde a C (+),
K-200, K- 211 y K-241. Cada muestra tiene su blanco de reaccion en la parte posterior.

Posterior al andlisis fenotipico, la estrategia fue determinar mediante la PCR
de punto final el gen de la carbapenemasa NDM (metalo-betalactamasa de
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Nueva Delhi) ya que es el gen mas comun de carbapenemasas. El resultado
fue que las 3 muestras fueron positivas, como se muestra en la figura 14.

c(+)
NDM

K-200 2 K-241
ee3 o K-211

700 pb
500 pb

Figura 14 Electroforesis de los amplicones para la determinacion de la carbapenemasa NDM en los
aislamientos de Klebsiella pneumoniae, en el carril 1 esta el marcador de peso molecular hyperleader
de 1KB, en el carril 2 se encuentra el control negativo, en el carril 3 se encuentra el control positivo
gue corresponde a E. coli (15562). Los 3 ultimos carriles representan la positividad de la prueba para
cada aislamiento para las muestras sefialadas. Gel de agarosa al 1%.

4.2.3 Determinacién de resistencia a las polimixinas

Ninguna cepa de las analizadas resulto positiva a la prueba de polimixin NP
como se ve en los resultados de la figura 15.

Figura 15 Resultados de la prueba polimixin NP. Las columnas Ay B corresponden a los
controles negativo y positivo respectivamente y a partir de la columna C a la H
corresponden a muestras individuales con su blanco de reaccién abajo. (C1,2 muestra 1,
D1,2 muestra 2 y asi sucesivamente).
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Como sintesis final a la caracterizacion de la resistencia, se muestra en la
tabla namero 8 el resumen de los aspectos mas importantes sobre
resistencia encontrados en las 83 muestras, por especie y resaltando
algunos aislamientos particulares. Se destacan dos aislamientos (K-200 y K-
241) que tienen y expresan el genotipo blactx-m-1 y de carbapenemasa NDM.
El caso de la cepa 246 con el genotipo blacTx-m-1 Se coloca dentro de la tabla
ya que presenta interesantes resultados a la virulencia, los cuales se
presentaran mas adelante. Asi mismo, el aislamiento 211 fue positivo en el
fenotipo BLEE y es portador de una carbapenemasa.

Tabla 8 Resumen de los resultados fenotipicos y moleculares de las pruebas de
resistencia.

Aislamiento y Fenotipo Genotipo
especie BLEE Carba NP NDM |[CTX-M-1| CTX-M-2

200 K. pneumoniae + + + + -
211| K. pneumoniae + + + - -
241| K. pneumoniae + + + + -
246| K. pneumoniae - - - + -
K. pneumoniae (78) 55 3 3 38 14
K. quasipneumoniae (4) 2 0 0 2 0
K. variicola (1) 0 0 0 0 0

Total 57 3 3 40 14

Nota: Las pruebas CarbaNP corresponde los resultados fenotipicos, Carbapenemasa NDM,
CTX-M-1, CTX-M-2 corresponde a la amplificacién del amplicén y por Gltimo la prueba para
la determinacion del BLEE se realizdé con base en los resultados del Vitek 2 Las filas
superiores indican las caracteristicas individuales de aislamientos de interés. Las filas
inferiores indican las caracteristicas globales encontradas por especie

4.3 Determinacion del fenotipo y genotipo de virulencia

4.3.1 Prueba del filamento “string test”

El resultado de la prueba del filamento o “string test”, para las 83 cepas
mostré dos aislamientos (2.4%) de Klebsiella pneumoniae con resultados
positivos (K-96 y K-209), como se muestra en la figura 16, panel A. Asi
mismo, el panel B representa la positividad de la prueba con un filamento
mayor a 5 mm, lo cual evidencia el fenotipo hipermucoviscoso.
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Figura 16 A) Cepas de Klebsiella pneumoniae positivas en la prueba de filamento, en la parte izquierda
la cepa K-96 y en la derecha la K-209. B) Es el resultado positivo del aislamiento K-209

4.3.2 Prueba del Biofilm

A continuacién, en la figura 17 se muestran los resultados que corresponden
a la produccion de biofilm de los 83 aislamientos; cabe destacarse que la
cepa de la especie K. variicola resultd ser un no productor y las 4 cepas de
K. quasipneumoniae correspondieron ser productores débiles. Por otra
parte, el 18% y 4.8% de los aislamientos de K. pneumoniae presentaron
produccion de biofilm moderada y fuerte, respectivamente.

Dispersion de la produccion de biofilm

PRODUCTOR FUERTE
PRODUCTOR MODERADO

PRODUCTOR DEBIL

NO PRODUCTOR ‘ ‘
I

0 10 20 30 40 50 60

Figura 17: Resultados de la produccién de biofilm de los 83 aislamientos

56



4.3.3 Determinacién de rmpAy rmpA2

Tras el andlisis de los 83 aislamientos, se determinaron 2 (2.4%) Klebsiella
pneumoniae portadoras de los genes rmpA y rmpA2; se trata de K-246 y K-
209. La figura 18 muestra los resultados de las pruebas de PCR:

A)

c(+) K-246
rmpA2
535 pb
BT« -1 Al

500 pb
250 pb

Figura 18 A) Electroforesis de los amplicones para la determinacion del gen rmpA, el control positivo corresponde
a K. pneumoniae (13526), el ultimo carril corresponde al aislamiento K-246. B) Electroforesis de los amplicones
para la determinacion del gen rmpA2, el control positivo corresponde a K. pneumoniae (10271), el dltimo carril
corresponde al aislamiento K-246. Geles de agarosa al 1%

4.3.4 Determinaciéon de iucA

Después de analizar los 83 aislamientos, se determinaron 5 (6%) portadoras
del geniucA, dicho sideréforo se encontro en las cepas K-209, K-239, K-241,
K-242, K-246. La figura 19 muestra la electroforesis representativa de los
amplicones obtenidos en 2 de los aislamientos.

Figura 19: Resultado de la electroforesis con un gel al 1% de agarosa para la determinacion del gen
iucA. El carril uno corresponde al marcador de peso molecular de 1KB, en el carril nimero 2 se
encuentra el control negativo, en el carril nimero 3 y 4 se encuentra el control positivo que
corresponde a K. pneumoniae (13526), los ultimos dos carriles corresponden a dos cepas positivas
para este gen.
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4.3.5 Determinaciéon de antigenos capsulares K1y K2

Posterior al analisis de las 83 cepas, se determiné que la cepa K-246 fue
positiva para el antigeno capsular K1 (ver figura 20, panel A). Por otra parte,
ninguna fue positiva para el antigeno capsular K2 (ver figura 20, panel B).

A)
ci+)
K1
1283pb 1283pb
1500 pb
) =P
1000 pb

Figura 20: A) PCR de la identificacién del serotipo capsular K1 y K2. En el panel A: en el primer carril se muestra el
marcador de peso molecular de 5 KB, en el segundo carril se encuentra el control negativo, en el carril 3 y 4 se
encuentra el control positivo (K.pneumoniae 13526) y en el dltimo carril se observa el aislamiento K-246 B) PCR
demostrativa para el antigeno capsular K2, en el primer carril se muestra el marcador de peso molecular de 5 KB, en
el segundo carril se encuentra el control negativo, en el carril 3 y 4 se encuentra el control positivo (K.pneumoniae
13526) y en ultimo carril no amplificé el pull para este gel.

En la tabla 9 se resumen los resultados globales de la virulencia de los
aislamientos mas interesantes y por especie.
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Tabla 9. Resumen de los resultados fenotipicos y moleculares para los genes de virulencia.

Productor de biofilm Gen
Cepal|Especie Sring test N

[0} i .

productor Déhil [Moderado|FuertelrmpA [rmpA2|iucA|K1

80 K. variicola - X - - - .
88 K. quasipneumoniae - X - - - -
96 K. pneumoniae + X - - - -
200 |K. pneumoniae - X - - - -
209 | K. pneumoniae + X + + + |-
211 | K. pneumoniae - X - - - -
239 | K. pneumoniae - X - - + -
241 | K. pneumoniae - X - - + -
242 | K. pneumoniae - X - - + |-
246 | K. pneumoniae - X + + + +
K. pneumoniae (78) 2 9 53 12 4 2 2 5 [1
K. quasipneumoniae (4) 0 0 4 0 0 0 0 0 |0
K. variicola (1) 0 1 0 0 0 0 0 0 |0
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4.4 Descripcion de

las caracteristicas de

relacionadas con la procedencia del aislamiento

interés clinico

Dentro de las cepas aisladas, en términos de su procedencia, las mas
comunes con 23 aislamientos fueron las muestras sanguineas, seguido 12
aislamientos las secreciones y por ultimo las de orina con 8. Del total de las
muestras que se contaba con la informacién completa, se determiné que las
unidades de mayor procedencia fueron UCIN (20 aislamientos), Medicina

interna (9 aislamientos) y cirugia (8 aislamientos).

En la tabla 10 se muestran las caracteristicas mas relevantes en cuanto al

servicio y la procedencia de las especies diferente a K. pneumoniae.

Tabla 10. Caracteristicas mas relevantes de las especies diferentes a Klebsiella

pneumoniae

IDENTIFICACION ID Servicio Procedencia BLEE

K. variicola 80 Medicina interna Hisopado rectal -

88 Traumatologia Hisopado rectal -

K. 99 Medicina interna Hisopado rectal -

guasipneumoniae
231 Cirugia Sangre +
210 Medicina interna Sangre +

La tabla nimero 11 resume de manera mas concreta los resultados entorno
a las caracteristicas de resistencia y virulencia basados en la muestra de
origen de los microorganismos
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Tabla 11. Resultados de resistencia y virulencia de todos los aislamientos de Klebsiella pneumoniae.

Resistencia BLEE Polimixin Produccidn de biofilm Fenotipo de
NP hipermucovisco
sidad
Identificacién No. De Muestra MDR - R S R S Alto/ Débil % + -
molecular  aislamientos de Modera asociado
origen do
K. 23 Sangre 21 2 21 2 0 23 3 20 13.04 0 23
pneumoniae
K. 12 Secrecio 8 4 8 4 0 12 3 20 25.00 1 11
pneumoniae nes
K. 7 Orina 6 1 6 1 0 7 6 1 85.71 0 7
pneumoniae
K. 28 Muestras 13 15 13 15 o0 28 3 6 9.33 1 27
pneumoniae Colonizan
tes
K. 13 otros 8 5 8 5 0 13 3 10 23.08 0 13
pneumoniae
Total de 83 56 27 56 27 0 83 18 57 100 2 54

aislamientos
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La tabla 12, resume las caracteristicas de resistencia y virulencia, asi como
los datos de la muestra de los aislamientos clinicos de mayor relevancia; asi
mismo, cabe sefalar que todos los aislamientos de la tabla corresponden a
Klebsiella pneumoniae

Tabla 12 Resumen de las caracteristicas mas importantes de los aislamientos de
K.pneumoniae de interés clinico

Caodigo Servicio Lugar de Hospital Sexoy
de la Edad
Cepa muestra
96 Medicina Hisopado HGQ No
interna rectal especificado
200 Medicina Secrecion HGQ Masculino
interna bronquial 35 afos
209 Medicina Secrecion HGQ Masculino
interna bronquial 50 afos
211 Centro Secrecion HGQ Femenina
estatal de bronquial 57 afos
diagndstico
239 UTIP Orificio de HENM Femenina
Penrose 9 meses
241 Cirugia Liquido HGQ Masculino
26 anos
242 Urgencias Absceso HGQ Femenina
46 afios
246 Cirugia Secrecion HGQ Femenina
36 afios

5 Discusion de resultados

5.1 Klebsiellapneumoniae continuacomo las mas prevalente del

complejo

La identificacion bacteriana bioquimica es la herramienta de uso diario en la
mayoria de los laboratorios clinicos, sin embargo, en este trabajo, gracias a los
métodos de identificacion moleculares, se logré distinguir algunos miembros del
complejo de especies de Klebsiella pneumoniae que también son de interés clinico.
La tabla 13 resume los resultados propios en comparaciéon a otros estudios
realizados en otras partes de la republica donde se realiz6 esta misma
diferenciacion de especies.
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Tabla 13. Frecuencia de miembros del complejo Klebsiella pneumoniae entre diversos estudios

Propios (Humberto
et al.,
2021)

94% 91 % 87.3%
4.8% 5.1% 4.3% 6.7%
1.2% 2.5% 4% 5.9%
83 36 400 552

Es importante mencionar que en todos los estudios las cepas proceden de
ambientes clinicos, ya que otros reportes de Klebsiella spp ambientales u otros
origenes varian en su proporcion (Getzemany & Faustino, 2016). Sin embargo, en
cuanto a su incidencia, los resultados propios en comparacion a los demas
concuerdan en la posicién de K. pneumoniae, K. quasipneumoniae y K. variicola
como primer, segundo y tercer lugar, respectivamente, la prevalencia de las
especies se mantiene en el mismo orden aun cuando las regiones son diferentes
(Humberto et al., 2021). En la tabla numero 13 se describen las caracteristicas mas
relevantes de los aislamientos diferentes a K. pneumoniae.

La identificacion inespecifica de los miembros del complejo K. pneumoniae
impide conocer la importancia clinica de K. quasipneumoniae y K. variicola,
subestima la prevalencia real por territorio y lleva a conclusiones
epidemioldgicas errbneas en este grupo de bacterias ademas de que la
técnica para discernir entre especies es relativamente nueva y por tanto hay
pocos estudios que lo han realizado en distintas regiones.

El servicio de atencidon donde se encontraron mayor diversidad de especies
fue medicina interna, ya que 3 de los aislamientos diferentes K. pneumoniae
provenian de dicho servicio. Por otra parte, es de resaltar que tres de los
aislamientos de especie distinta a K. pneumoniae fueron obtenidos de
muestras de hisopados rectales, consideradas como cepas colonizantes.

5.2 La resistencia a las cefalosporinas por parte de Klebsiella
spp. es una realidad clinica

De las 83 cepas clinicas, 60 de ellas (74%) resultaron con el fenotipo BLEE
positivo de acuerdo con los resultados emitidos por el Vitek 2, el cual es un
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valor similar respecto al 73.4% reportado por Bibiana-Flores et. al en el 2021,
observado en la misma ciudad.

En general las Cefotaximasas mas prevalentes fueron las de la familia 1
(CTXM-1y CTXM-15) con una incidencia de 40/60, en segundo lugar, las de
la familia 2 (CTXM-2) 14/60. En ese sentido, es de hacer mencion que aun
cuando no era el objetivo del trabajo se determiné que con base en los
resultados del Vitek 2 reveld que la resistencia a las cefalosporinas de 1°, 2°,
3°y 4° generacion fue mayor del 95% en el total de las cepas analizadas en
este trabajo, en contraste la categoria con mejor sensibilidad fue del grupo
de los carbapenémicos (Ertapenem, Imipenem y Meropenem) seguido de la
cefamicina, lo cual se correlaciona en la practica clinica ya que los
carbapenémicos se reportan como el mejor tratamiento para infecciones
producidas por enterobacterias (Patrier & Timsit, 2020).

De las 43 cepas BLEE positivas de las instancias que provenia de areas
hospitalarias como UCIN, UTIP y medicina interna, el 53.5% de los
aislamientos (23/43), esto se corrobora, ya que dichas instancias
hospitalarias representan un factor de riesgo en torno a los distintos
procedimientos invasivos, el tiempo prolongado de hospitalizacién, la
exposicion a catéteres y la ventilacion mecanica (Secretaria de salud, 2017).
En el caso de la unidad de cuidados intensivos neonatales, el 84.2 %
presenta el fenotipo BLEE positivo y un caso de un recién nacido aislado de
una punta de catéter presentd resistencia a los carbapenémicos lo cuél es
muy alarmante en pacientes pediatricos

Es de resaltar que los aislamientos positivos al fenotipo carbapenemasa
dependiente del gen NDM, fueron obtenidos de un mismo hospital, lo cual
representa una incidencia de carapenemasas del tipo B en un 3.6% respecto
al fenotipo BLEE positivo reportado previamente. Las cepas 200 y 211
ademas de pertenecer al mismo hospital, provienen de secreciones
bronquiales, pero de diferentes servicios de atencion.
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5.3 La presencia de ciertos factores de virulencia se
correlaciona con el sitio anatémico de la muestra

De acuerdo con el estudio de Hera Nirwati, en 2019, encontré que el 85.63%
de sus cepas (n=167) fueron productoras de biofilm. En este trabajo se
encontraron 87.95% cepas productoras de biofilm donde predominé la
produccion débil de éste; asi mismo, las cepas que fueron productoras
fuertes de biofilm correspondieron al género Klebsiella pneumoniae, sin
embargo, esto no indica que las otras especies del complejo puedan llegar
a desarrollar este grado de produccion. Asi mismo y como se observa en la
tabla 11, el mayor numero de cepas relacionadas a una produccion
moderada o alta de biofilm fue en el caso de las muestras provenientes de
muestras de orina.

Tabla 14: Relacion fenotipica y genotipica de la hipermucoviscosidad

Cepa Especie Sring test rmpA rmpA2
96 K. pneumoniae + - -
209 K. pneumoniae + + +
246 K. pneumoniae - + +

La cepa 209 muestra un ejemplo claro entre la relacién de la expresion
fenotipica y genotipica de la hipermucoviscosidad. Caso contrario con la
cepa 246 que, a pasar de tener estos genes responsables de la
hipermucoviscosidad, no los expresé fenotipicamente durante las pruebas.
Por otro lado, la cepa 96 muestra una expresion fenotipica de la
hipermucoviscosidad a pesar de no tener genes rmpA, lo cual sugiere la
produccién de mucosidad por otros reguladores de ésta, por ejemplo las
proteinas RmpD o la tirosin cinasa WZC, entre otras (Mike et al.,
2022)(Walker et al., 2020)

La cepa 246 es un caso interesante de estudio, ya que tiene ciertas
caracteristicas que resaltan como Sideréforos (iucA), genes de
hipermucoviscosidad (rmpA y rmpA2) y serotipo capsular K1. Estos datos
son sugestivos de un fenotipo hipervirulento en la cepa, sin embargo, aun
faltarian mas estudios para corroborarlo, como ensayos de resistencia a
suero, fagocitosis por neutrofilos o inoculaciones en modelos in vivo, asi
como la secuenciacion del genoma.

Ambas cepas con la prueba de String test positiva, (96 y 209) provienen del
mismo hospital y servicio de atencién (Medicina interna), sin embargo, los
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sitios anatémicos de aislamiento fueron distintos. Por otro lado, las cepas
positivas a los genes rmpA y rmpA2 (209 y 246) provienen de secreciones
bronquiales, lo cual concuerda con la nocién de que la bacteria, para
establecerse en el sitio anatomico, produce estos factores de virulencia. Por
altimo, una explicacion para el caso de la cepa 246 es que pudiera tener
alguna mutacion o supresion del gen que le impide demostrar el fenotipo
hipermucoviscoso.

Coexistencia relacionada a resistenciay virulencia

En cuanto al fenotipo hipervirulento en los ultimos afios, se han registrado
un mayor numero de cepas con perfiles hipervirulentos en coexistencia con
resistencia a los carbapenémicos. Estudios de tipificacién molecular en Asia,
muestran que las secuencia tipo de hvKp méas comunes son los ST23, ST11,
ST65 y ST86 (Lin et al., 2018). En contraste a los paises del continente
asiatico, en América, la ST23 no es la combinacion mas frecuente para el
fenotipo hipervirulento. La combinacién con mayor prevalencia en los ultimos
reportes de América fue ST86-K2, junto con las carbapenemasas NDM y
KPC.

En el presente estudio las cepas 241 y 246 fueron las Unicas en presentar
una coexistencia entre genes de virulencia y resistencia, como se ve en la
tabla 12, provienen del mismo hospital y servicio de atencioén, sin embargo,
tienen distinta procedencia anatémica entre pacientes.

En la tabla numero 11 se evidencian las caracteristicas de virulencia,
resistencia y procedencia de los aislamientos, donde se destaca la mayor
proporcién de biofilm en muestras de procedencia urinaria y la mayor
presencia de muestras MDR en las muestras sanguineas.

En Mexico como en el resto de América existe un n mayor niamero de
reportes entorno al resistoma que al viruloma de las especies del complejo
Klebsiella pneumoniae, sin embargo, el fenotipo hipervirulento no esta
restringido al género Klebsiella pneumoniae, ya que existen reportes en otros
paises de K. variicola hipervirulentas, las cuales podrian llegar a presentarse
en ambientes hospitalarios

La coexistencia de genes de resistencia a antibiéticos y factores de virulencia
aun es un terreno que se puede explorar y que en el caso de este trabajo si
se encontraron como los aislamientos K-246 y K-241.
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Las unidades de atencion hospitalaria se pueden considerar como un
factor de riesgo:

Para determinar la posible relacién entre la frecuencia de asilamientos BLEE
positivos y el servicio de precedencia, Se realizdé una prueba estadistica de
Xicuadrada (agrupando los aislamiento obtenidos de los servicios de donde
se determind la relacion que tuvieron las unidades de servicio de UTIP, UCIN
y medicina interna, respecto a todo el resto de servicios médicos, frente al
fenotipo BLEE positivo, lo cual indica que los pacientes en estas instancias
gue generalmente son prolongadas y con distintos procedimientos invasivos
al aislar las Klebsiella pneumoniae presentan una tendencia al fenotipo
BLEE positivo (P=0.057).

Las tres unidades donde se concentr6 mas del 50% de la muestra fueron:
UCIN, Medicina interna y Cirugia. Asi mismo, mas de la mitad de la
procedencia de los aislamientos correspondieron a Muestras de Sangre,
Secreciones y Orina lo cual se corrobora de acuerdo al reporte hospitalario
del 2015 (Secretaria de salud, 2017).

Del total de las muestras clinicas que se cuentan con el reporte hospitalario,
el 50% corresponde a pacientes menores de 5 afios y personas de la tercera
edad corroborando asi la importancia del estado inmunoldgico del paciente
para evitar que bacterias de este género colonicen y generen una disbiosis
en otros sitios donde no son microbiota habitual (Liu et al., 2018 y Solomon
et al., 2021).
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6 Conclusiones

Con el presente estudio, se logré la caracterizacion molecular del complejo
de especies de Klebsiella pneumoniae, asi como la determinacion genes de
resistencia y virulencia vinculados con estas mismas, en aislamientos
provenientes de hospitales de la ciudad de Querétaro. Ademas, se corrobora
la alta distribucion del Klebsiella pneumoniae dentro del complejo con una
prevalencia mayor al 95%, no obstante, también se identificaron aislamientos
de K. variicola y K. quasipneumoniae.

En esta coleccion de cepas, la resistencia a las cefalosporinas se identifico
con mayor frecuencia en comparacion con la resistencia a los
carbapenémicos. No obstante, se destaca que la carbapenemasa tipo NDM
fue la Unica carbapenemasa identificada; la cual, es de importancia clinica
debido a que estos genes confieren resistencia a diversas clases de
antibiéticos B-lactamicos.

Con respecto al fenotipo de virulencia, se identificaron factores de virulencia
asociados a cepas hipervirulentas, como lo son el serotipo capsular K1y el
rmpA y el gen iucA poniendo en mayor riesgo las infecciones ocasionadas
por este tipo de bacterias en ambientes hospitalarios y comunitarios. Una de
las limitantes del estudio fue el no haber podido realizar la tipificacién
molecular de las cepas con mayor nimero de genes representativos de
virulencia y resistencia; ya que de esta manera se podria haber confirmado
si alguna de estas cepas pertenecia a un tipo de secuencia pandémico o
hipervirulento.

El analisis gendmico de algunos aislamientos confirma, por una parte, la
identificacion de especies del complejo K. pneumoniae y permitié la
identificacion de su viruloma y resistoma el cual puede considerarse como
nuevas preguntas de investigacion en términos clinico, epidemiolégicos y
moleculares. Sin embargo, es importante para llevar un mejor control de los
hospitales para ademas de tener un control epidemiolégico, estar al tanto de
las nuevas terapias de tratamiento de antibiéticos y no seguir administrando
medicamentos a los que ya esta reportada la resistencia en ciertos lugares.
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7 Anexos.

Anexo 1 Resultados de la secuenciacion de tres cepas

Anexo 2 Evidencia del nuevo tipo de secuencia para K. variicola

Anexo 3 Carta de aceptacion bioética

Anexo 4 Registro del protocolo de tesis

Anexo 5 Autorizacion de grado por tesis individual

Anexo 6 Aprobacién y registro del proyecto FOPES

Anexo 7 Aprobacién del informe final del proyecto FOPES

Anexo 8 Evidencia de difusién

Anexo 9 Reconocimiento al tercer lugar en la presentacién de ponencia

Anexo 10 Participacion en el segundo coloquio en ciencias biomédicas y
diagnéstico molecular.

Anexo 11 Constancia de participacion de una ponencia ante el colegio de quimicos
clinicos del estado de Querétaro.

Anexo 12 Constancia de la participacion en el XLVI congreso Nacional de
infectologia y microbiologia clinica.

Anexo 13 Constancia de participacion del taller Microbiologia Clinica.

Anexo 14 Carta de aceptacién de movilidad al CICEI del INSP

Anexo 1: Resultados de la secuenciacion de tres cepas

Con la finalidad de profundizar en la caracterizacion de los aislamientos
estudiados, se seleccionaron 6 cepas para su secuenciacion, de las cuales
se logré la secuenciacion exitosa de 3 de ellas. Para la construccion del
dendrogramas, la parte metodoldgica fue extraer en una primera instancia el
ADN de las muestras implicadas, mandarlo para su secuenciaciéon
(Macrogen a Seul, Korea) Para que posteriormente se realizara el analisis
bioinformético construyendo las librerias, ensamblar el genoma y buscar
mediante distintos softwares la existencia de genes asociados a la virulencia,
resistencia y otras caracteristicas importantes como su secuencio tipo para
K. variicola (nueva 317) y para K. quasipneumoniae no hay base de datos
aun para definir su perfil alélico.
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Figura 21 Dendrogramas y metadatos de los resultados de secuenciacion de tres cepas del complejo de especies
de Klebsiella pneumoniae Cepas (K-211, K-88 y K-80). Con color verde se observan factores asociado a la
virulencia, con azul los asociados a resistencia y con color gris los plasmidos.
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Anexo 2: Evidencia del nuevo tipo de secuencia para K. variicola

A continuacion, se presenta la evidencia de la nueva cepa de K. variicola

con el nuevo tipo de secuencia 317 cargado en la base de datos MLST de
Klebsiella variicola del INSP

M I S I Klebsiella variicola
Multi Locus Sequence Typing

Home MLST Info. Downloads K. variicola Info. Contact Curator

Release
Allelic profile:
leus pgi pgk phoE pyrG poB fusA
19 69 6 20 1 1 B
ST 317
Origin Human
Sample FecalSwab
ESBL/Carbapenemase Unknown
Country Mexico
Strain 80
Salud Piblica (INSP
Which ST profile has your sequence?, Select your fasta file: Reference for citations of MLST of K. variicola:
Barrios-Camacho Humberto, Aquilar-Vera Alejandro,

Figura 22 Perfil Alélico y secuencia tipo del aislamiento nimero 80 que corresponde a K. variicola
registrado en la base de datos del INSP (https://mlistkv.insp.mx)
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ANEXO 3: Carta de aceptacion bioética

Sanbago de Guerslare; (., 30 de enere del 2018

5 1 EHE 2088

Ora. en C. Maria Carlota Garcia Gulierrez
Investinadora de fa Facultad de Medicina
Universidad Autonoma de Queretarg

Prescnte.

Estimada Dra. Garcia:

Esperanda g8 encuanire muy bien y con la finalidad dednformar a Usted que su trabais,
KAPE obtenidos en

Ftulzdo: "Esiudio epidemicldgice molecular de. microorganismos ES
hospitales de saled poblica d=l estado da Ciuenétara”™ ¥ que posterior a la revision por el
Comité Estatal de Investigacidn sn Salud fus APROEBADD, son registra: 1053 Faculad

de Medicina, Universidad Auténdma de Qierélarc #08:11-20187 Bra. en G. Maria

Carota Garala Gutidrrez. '

Lerivato de |a recoleccion de datos gue se-plarites en gu trabajo, sifuera tan amible de

centeciar a los Jefes de Ersefanze; Dr. Yamil Matuk Pérez, del Hospital Gianeral de

Querétsro, Dr. Luis Nelzen Bautista Garcia del Hospital.de Especialidades del Mifo y 1a

Mujer y Dr. Gustavo Coelle Ugaice del Hospital General de San Juan del Rio, para

eztablecer [ogistica de trabajo.

Da igual manera, para dar cumplimignts a la Nerma Oficial Mexicana 012, se solicita
Informg Teenico Fareial dél avance de sulizbajo en 6 mesee posteriores a la reception

del prasants,

Saludas cordiales.
HILTARIA
E*I:IGEN.-'- :J-:-U:Tféitg
u,-l-.gE[:{:': X
ST, O a8 108

-8
3 l|_ E:';.:.In:-. I!:.'..ﬂ
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— 2 CENT
Dra, Silvia de los Arigeles Santoyo Cristiani | Coapihece O oo
Supdirectora de Encifianza ﬂEﬁMﬁIﬂ:h

C.op. Gr. Vel Miivic Pdrez, del Hospitsl enaeol de Qusedbary

g._r.n. D Luts Welsan Butisen Garcis Hospifal dy Espocialidadss et Nivw y 13 Mide

c.c:p_. E\' Gustayn Coelio Uggioh. Jefs ds Ensedanza del Hospdal Senaralds San Juaridel Rfa;
Cp. D Tvzlie Msea Manquess. Coertinadora Exiatil de Resid=ntiss Médicas: SESEQ "
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ANEXO 4: Registro del protocolo de tesis

Universidad Auténoma de Querétaro
Direccién de Investigacion y
Registro del Protocolo de Investigacién del Estudiante de Posgrado

Eapocio ex. | uvo parn ta Direccion

1. Dato: del solicitante:

No. de ¢ pediente: 300251

Nomibr¢

Peralta Macotela Pedro

Apellido | 1tamo Apeliido Materno Nombre(s)

Direccion

José de - an Martin #22 Independencia 61512

Calley 1 mero Colonia C.P.

Micho: (722) 611 0951 - - -

Estado Teléfono (incluir lada) niversidad Autonoma
de Querétaro

2.Datos (ol proyecto: Q

Facultad _Facultad de Quimica

(Escrivir -1 nombre completo del posgrado en el que esta

Maestria en Quimica Clinica Diagnéstica

Tema ec1 ifico del proyecto: _Caracterizacidn molecular fenoti de aislamientos de
Klebsio 1. de interés clinico y epidemiolégico obtenidos en hospitales de Querétaro.

A
4
\!
Dea, M lota Garcla Dr MIm Garza
Guticrr Ramos Martinez
Direclor de  2sig! Co-director'
o 7
()
i
i | B
QF.BPe:  Peralta Dra. a
Macctel) Lia <
Aluming Director Itad' Director de Investigacion y

Posgrado'

YEsorR o nplotoy fivma



ANEXO 5: Autorizacion de grado por tesis individual.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO B
FACULTAD DE QUIMICA
DIVISION DE INVESTIGACION Y POSGRADO

IPFQ-OFIC.113/2022

C.U. junio 7, 2022

C. PEDRO PERALTA MACOTELA
MAESTRIA EN QUIMICA CLINICA DIAGNOSTICA
PRESENTE.

Informo a usted, que en sesién de Consejo Académico de la Facultad de
Quimica celebrada el dia 7 de junio se autorizé su opcién de obtencion
de grado por TESIS INDIVIDUAL de acuerdo al articulo 95, fraccion
IX del Reglamento de Titulacién vi gente.

Aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“EDUCO EN LA VERDAD Y EN EL HONOR”

\FORENA AMAYA LLANO
PRESIDENTA DEL CONSEJO ACADEMICO
FACULTAD DE QUiMICA

¢.c. archivo
atl.

m UAQ Cantro Unharsiterio, Cara de kas Companes s/n. Sarfiage de Querdlars, Gra, México CF 76010

EDUCAR CHECER CONSGUDAR AP, 1BACP, Tels G1 442 192 1304y 442 102 1307
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ANEXO 6: Aprobacion y registro del proyecto FOPES

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA
DIVISION DE INVESTIGACION Y POSGRADO

JPFQ-OFIC.268/2022

C.U. agosto 2, 2022,

Q.F.B. Pedro Peralta Macotela
Presente

Informo a usted que en el Consejo de Investigacién y Posgrado de esta Facullad,
celebrado el 29 de julio asi como en el Consejo Académico de esta Facultad
celebrado el 2 de agosto del presente afio, fue aprobado su registro del
proyecto con titulo: "Caracterizacion molecular y fenotipica de aislamientos
de Klebsiella spp. de interés clfnico y epidemiolégico obtenidos en
Querétaro”.

Sin mds por el momento, quedo como siempre a sus drdenes,

Atentamente Atentamente
“Educo enla Verdad y en ¢l Honor”! “Pura y Aplicada Soy Fuente de Vida”™

de Investigacidn y Pesgrado  Directora ™ /
Facultad de Suimica

¢.c. Archivo
atl.
SOMOS UAQ Centro Dntwrsitanio, Cora de fos Campanos s/n. Sentioga de Quesilono, Gro. Mavies C.F 76010
EOLCAR CITTIECONTOLEAR AB L 1BACP Tols Q1 442 1921304y 447 192 1307
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ANEXO 7: Aprobacion del informe final del proyecto FOPES

--__i'i' UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO ' B
L84 FACULTAD DE QUIMICA a
%% DIVISION DE INVESTIGACION Y POSGRADO :

JPEQ-0OFIC.361/2022

CU. noviembre 22, 2022,

C. Pedro Peralta Macotela
Presente

Informo a usted que en el Consejo de Investigacldn ¥ Posgrado de esta Facultad,
celebrade €] 18 de noviembre asi como en el Consejo Académice de esta
Facultad celebrado el 22 de noviembre del presente afio, fue aprobade el
informe final de su proyecto titulado: "Caracterizaclén molecular ¥
fenotipica de aislamientos de Klebsiella spp. de interés clinico y
epidemiolégico obtenidos en Querétaro”.

Sin mis por el momento, quedo como siempre a sus rdenes.

Atentamente Atentamente
“Educo en la Verdad y en el Hono “Pura y Aplicada Soy Fuente de Vida"

Dra. SilviaEbrengAmaya Llano
Director:

Facultad de Quimica

' SOMOS UAQ Cenire Universitaria, Cara da bos Companas 540, Sartage de Guerdiar, G, Mésco TR FE010

FCUCAR CRECER EOMSOUDAL AP, 184 P Tals O 442 192 13 04y 442 192 1307
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Anexo 9: Evidencia de difusion

\7

EDUCACION INVESTIGACION

FACULTAD DE MEDICINA FACULTAD DE MEDICINA

CONTINUA PREGRADO

a: Pedro Peralta Macotela.

por su valiosa participacion como PONENTE en modalidad GALERIA en el
Foro de Investigacion y Posgrado de la Facultad de Medicina realizado del 4
al 6 de abril del 2022. Valor curricular de 15 hrs.

Titulo: Caracterizacién molecular y f ipica de aislami de Klebsiella spp. de interés clinico y epidemioldgico
obtenidos en hospitales de Querétaro.

Colaboradores: Guadalupe Zaldivar Lelo de Larrea; Juana Susana Flores Robles; Karla Isabel Lira de Leén; Rocio
Alejandrina Romero Mejia; Ulises Garza Ramos*; Maria Carlota Garcia Gutiérrez*.

UNIVERSIDAD AUTGNOMA DE QUERETARO
wy  FACULTADDEMEDICNA [
5! COORDINACION DE ifl

Dra. Rosa Mar(bd Pérez Serrano EDUGACION NEDICA
Coordinacion de Educacion Continua © Fogiskrado on
Libro: 9 Fop 60-A.
; ,\ ) 1A Foo 597 Cridtos -t
/ &»& Actividad de Educacion Médca No- _12/22-
Dr. :\'Iml;‘s Gafliitho calderon Dra. Guadalupe Zp{divas/Ldl «kiarrea Focha da Registo: ___13 de maye 2022.
Jefatura de Investigacion y Posgrado Di 7 de lafacultad de Medicina

u nipu rts @ CTR’ PE".WT'T’F"F{ Igcceso

Crcanns egaies o b G e ' Ve
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Anexo 9: Reconocimiento al tercer lugar en la presentacion de ponencia

&

hi medicoa

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultades de Quimica y Medicina

Otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

Pedro Peralta Macotela

Por haber obtenido el 3er lugar en la categoria "Estudiante de Maestria
presentacién de protocolo” con la presentacion de la ponencia :

Caracterizacion molecular y fenotipica de aislamientos de Klebsiella spp. de
interés clinico y epidemiolégico obtenidos en Querétaro

En &l marco del Primer Coloquio de Ciencias Biomédicas y Diagndstico Molecular, organizado
por: Maestria y Doctorado en Ciencias en Biomedicina, Maestria en Quimica Clinica Diagndstica y
Especialidad en Bioguimica Clinica. Realizade en Querétaro, Qro., el 06 y 07 de mayo de 2021.

Q@f

Dr. Nicolds Eafhacho Calderdn Dr. Eduardo Castafic Tostado
Jefie de Investigacion y Posgrado, Facultad de Jefe de Investigacion y Posgrado, Facultad de
Medicing Quirmica
Dr. Adblo Gardia Solis Dra. 4na Gabriela Mérnandez Puga MM, David Gustave Garda Gutiémez M5 P_ |uana Susana Flores Robles
Coordinador del Doctorado en Coordinedora de la Mesztriz en Coordinador de la Maestria en Quimica  Espedialidad en Bioguimica Clinica
Ciencizz en Biomedicina Ciencizz en Biomedicina Clinica Diggnostica
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Anexo 10: Participacion en el segundo coloquio en ciencias biomédicas y
diagnéstico molecular.

Maestria en Quimica Clinica Diagnéstica

Ml ¥ Daclorado e Claacids en Biomed
Especialidad en Bioquimica Clinica
Maestric en Ciencias en Neurometaboli

Universidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Medicina y Facultad de Quimica

Otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

A:

PERALTA-MACOTELA PEDRO, GARZA-RAMOS ULISES , ZALDIVAR
LELO DE LARREA- GUADALUPE, LIRA-DE-LEON KARLA , FLORES
ROBLES- JUANA SUSANA, ROMERO MEJIA-ROCIO ALEJANDRINA Y
GARCIA-GUTIERREZ MARIA CARLOTA

Por su destacada participacion con el trabajo titulado

Klebsiella spp caracterizacion molecular y fenotipica de
aislamientos obtenidos en hospitales de Querétaro

Presentado en el Segundo Coloquio en Ciencias Bio-médicas y Diagnéstico
Molecular. Realizado en Querétaro, Qro. el 5 y 6 de Mayo del 2022.

Dro. Guaodalupe Zaldivar Lelo de Larrea Dra. Silvia Lorena Amaya Llano
Dirsctora de la Facultad de Medicine Directora do lo Facultod de Quimica

Dra. Ma. Gur dalupe Flavio Loarca Pifia
Directora de 10 Secrelario de Investigocién,
Innovocidn y Posgrado
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Anexo 11: Constancia de participacion de una ponencia ante el colegio de
qguimicos clinicos del estado de Querétaro

Colegio de Quimicos Clinicos del Estado de Querétaro A.C.
Aflllado a Ia Registro ante la DGP 2a-20-661
Federacion Nacional de Quimicos Clinicos CoNaQuiC A.C
Af,'”ado a Ia Registro ante la DGP F-370
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine

CONAQUIC

Otorga la presente

CONSTANCIA
QFDB. Pedvo Peralta Macotela

Inscrito en el Libro 1, Folio 45 No. 1 de Educacion Confinua de CQCEQ

Por su participacion como ponente en la 6fa Sesion Académica
con el tema: "Caracterizacion del complejo “Klebsiella pneumanie” en Querétaro”

Realizado en modalidad virtual el dia 28 de Julio de 2022; Santiago de Querétaro, Qro.

Valor curricular: 2 horas

79



Anexo 12: Constancia de la participacion en el XLVI congreso Nacional de
infectologia y microbiologia clinica.

Congreso Nacional

e ety — LA ASOCIACION MEXICANA DE INFECTOLOGIA Y e
Microbiologia Clinica MICROBIOLOGIA CLINICA, A.C.,

del 25al 28 otorgo la presente constancia a:
de Mayo de 2022

DR. PEDRO PERALTA MACOTELA

Por su participacién como Asistente

Dr. Gerardg’Martinez Aguilar

Anexo 13: Constancia de participacion del taller Microbiologia Clinica.

XL/

Congreso Nacional

— de Infectologiay — LA ASOCIACION MEXICANA DE INFECTOLOGIA Y
Microbiologia Clinica MICROBIOLOGIA CLINICA, A.C.,

del 25 al 28 OtOl’gCl la presente constancia a:
de Mayo de 2022

DR. PEDRO PERALTA MACOTELA

Por su participacion en el Taller:

MICROBIOLOGIA CLINICA

\/pr.;ﬂe&n-Murc Cavaillon Dra. Pafricia’Cornejo Judrez
Hongfary Professor. Pasteur Institute S ie
Scientific Officer ANR T Micro

artinez Aguilar Dr. Dapfel Scott-Algara
i Head of The IAnate Immunology Team
ntectologi Pasteur Institute

N
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Anexo 14: Carta de aceptacion de movilidad al CICEI del INSP

2021, ano de la Independencia™

Cuemavaca, Morelos a 06 de agosto del 2021

CARTA DE ACPETACION DE MOVILIDAD
A quien corresponda:

FPRESENTE

Por medio de la prezents me permito informarle que la solicitud del QFE. Pedro Peralta
Macotela alumno de la Maestria en Quimica Clinica Diagnostica de la Universidad Auténoma
de Querétaro ha sido ACEPTADO para realizar la estancia de movilidad académica del dia 09

tesis v fisicamente estara laborando en 2l Laboratorio 2 Planta Alta de Eesistencia Bacteriana del

CISEL gue forma parte del Centro de Imvestigaciones sobre Enfermedades Infecciosas del
Instituto Nacional de Salud Pablica.

Sin mas por el momento, reciba un cordial salude.

Dr. Jezus Ulises Garza Ramos Martinez
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Anexo 16: Cronograma terminado

10

11

DESCRIPCION DE

LA ACTIVIDAD

Jun Jul Ago

Equipamiento de X
consumibles y
revision del equipo
necesario para el
desarrollo de la
parte experimental
Organizacion de la X X
base de datos y
gestion de nuevos
permisos en
centros de salud
participantes
Procesamiento X
general, resiembra
de aislamientos y
extraccion del
ADN
Identificacion de X
género y especie

Determinaciéon
molecular y
fenotipica de
factores de
resistencia

Determinacion
molecular y
fenotipica de
factores de
virulencia

Analizar las
caracteristicas
relacionadas a la
procedencia del
aislamiento
Analisis general de
resultados
Redaccion de
material escrito y
presentacion
Presentacion de
resultados en un
congreso, con
fines de
divulgacion
cientifica

Revisién X X X
bibliogréafica

Sep Oct
X
X X
X
X
X X

MES
Nov Dic
X X
X X
X X
X X

Ene

Feb Mar
X X
X X
X X
X X

Abr
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