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RESUMEN
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Propédsito y método de estudio

Este estudio incluy6 aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae obtenidos de
muestras de sangre, orina y liquido cefalorraquideo de 39 pacientes
hospitalizados. Asimismo, se analizaron 54 aislamientos recuperados del
ambiente hospitalario, los cuales se recolectaron de superficies corporales (fosas
nasales, pliegue retroauricular, superficies palmares, y pliegue antecubital) de
pacientes, familiares de pacientes, y personal de enfermeria, asi como de
superficies cercanas a la cama del paciente (barandal de cama y mesa) y
dispositivos médicos insertados en pacientes (sonda urinaria, catéter venoso
central). La identificacion de los aislamientos se confirmé mediante una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), y se determind su perfil de susceptibilidad
mediante la técnica de microdilucién en caldo. Los antibidticos evaluados fueron:
cefotaxima, ceftazidima, ciprofloxacino, levofloxacino, aztreonam,
trimetoprima/sulfametoxazol, meropenem, imipenem, gentamicina, amikacina y
tazobactam/piperacilina. Adicionalmente, se evalué la produccion de -
lactamasas de espectro extendido (BLEE) mediante la técnica de doble disco, asi
como la produccion de biopeliculas mediante el método de cristal violeta. Se
realizé la deteccion de carbapenemasas a través de métodos fenotipicos (Carba
NP e inactivacion de carbapenémicos) y genotipicos (PCR), con el objetivo de
identificar los genes: blaviv, blanom, blame, blakec y blaoxa-4s. Finalmente, se
llevaron a cabo ensayos de conjugacion bacteriana para determinar su capacidad
de transferencia de genes de resistencia.

Contribuciones y conclusiones

Los hallazgos obtenidos destacan la relevancia clinica de K. pneumoniae como
un patdgeno de alta prevalencia en entornos hospitalarios, capaz de persistir en
el ambiente hospitalario. Se observé una tendencia hacia la multirresistencia, con
mas del 50 % de resistencia a trimetroprim/sulfametoxazol, ciprofloxacino y
cefalosporinas de tercera generacién en ambos grupos de aislamientos. Ademas,
mas del 60 % de los aislamientos son productores de BLEE, lo que agrega
dificultad en el tratamiento. La deteccion del gen blanom, en 11 aislamientos



resalta la importancia de la vigilancia genotipica para identificar genes de
resistencia bacteriana. Aunque los ensayos de conjugacién no evidenciaron
transferencia horizontal de genes in vitro, se demostr6 una capacidad de
formacion biopeliculas, especialmente en los aislamientos clinicos. Esta
caracteristica contribuye a la resistencia antimicrobiana y facilita la persistencia
de estas cepas en los pacientes. En conjunto estos hallazgos resaltan la
importancia de implementar medidas de control y estrategias de vigilancia en los
hospitales, para prevenir la diseminacidn de estas cepas resistentes.

Dra. Flora Eduarda Cruz Lépez Dr. Julio Adrian Martinez Meléndez
Directora de tesis Co-director de tesis



TABLA DE CONTENIDO
3. [1\V 2] 1 U o3 [ | X 1

1.1. Infecciones asociadas a la atenciondelasalud..........ccc.cccoovvvviievvineeeennnnnnn. 1

1.2. Caracteristicas microbiolégicas e importancia clinica de K. pneumoniae

2

4. Factores de virulencia asociados a K. pneumoniae................cccccceeen. 3
.34 CAPSUIA.......oceee e et eraen 3
1.3.2. FIMDBIIAs ..o 4
1.3.3. LipopoliSACArIAOS ...........coooviiieiieeee e 4
1.3.4. SIAEIOFOrOS ...ttt st s ennens 4
1.3.5. BIOPEIICUIA ...ttt 5

1.4. Farmacorresistencia en K. pneumoniae.....................cccooevvvevieiieesiescieecieeceesnenens 6
1.5 0pciones terapUtiCaS .............ccocviiiiiieiiceeeee e s 7
1.6 Mecanismos de resistencia a antimicrobianos .............c..cccoccoeiivnininnen. 9
1.6.1 Transferencia de genes asociados a resistencia..............cccccccevvrevernnnennen. 13

5. ANTECEDENTES..........o oo s s 16
6. HIPOTESIS ..ottt sss e sss e ssesss e ssesss e ssesssesassssssssessssssssnssnens 19
7. OBUJETIVOS........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereneessessns s s ss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s nnnnnnnnns 20
4.1 ODBJetivo gENEIAL.............ooieeieeeeeece ettt eneens 20
4.2 Objetivos eSPeCIfiCoS ..........ccooieieiiceec s 20

4.2 .1 Identificar aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario de K. pneumoniae
A NIVEI ESPECIE ...ttt ettt e b e et te e s be e s ab e e tb e eabeeebeesbeesaaesabeeabeenbeeseeens 20

4.2.2 Evaluar el perfil de susceptibilidad a diferentes agentes antimicrobianos en
aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario de K. pneumoniae........................ 20

4.2.3 Determinar la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos en
aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario de K. pneumoniae....................... 20

4.2.4 Determinar la capacidad de los aislamientos clinicos y del ambiente
hospitalario de K. pneumoniae para producir biopelicula.............cccevvevvvevvenceevennnen. 20

4.2.5 Determinar la capacidad de los aislamientos clinicos y del ambiente
hospitalario de K. pneumoniae para transferir genes asociados a resistencia a

(o7= 1o T=] o 1=T a =T o] (oo - TS TSURRPPRIN 20

8. MATERIALES Y METODOS ......cooceuiiicnemircsesessessssssesssssssssssssssssssseas 21
5.1 Obtencion de aislamientos ..........ccccveeeeciiiiiiininrre e 21
5.2 Obtencion de DNA por lisis térmica..............cccoceieiriieiiiieeeeee e 21

5.3 Identificacion de 10s QiSIamieNtOS .............ooooommeeeieeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22



5.4 Pruebas de susceptibilidad ................ccooooirinieii 22

5.4.1 Dilucion €n Caldo...........c..ccooiiiiiiiie e 22
5.4.2 Preparacion del iNOCUIO ... 23
5.4.3 Preparacion del panel de antibioticos..............cccoccveiniincincinccce, 23

5.5 Determinacion de produccién de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) ...ttt 25
5.6 Determinacion de la produccién de carbapenemasas.............cccccecevvrveirenne. 25
5.6.1 Prueba Carba NP ..............coooiie e 25
5.6.2 Prueba de inactivacion de carbapenémicos.............c.cccccceviveiiiieccneenns 26
5.6.3 Identificacion de genes de carbapenemasas ...............ccoccevvvveveieeceseennnn, 26
5.7 Determinacion de la produccion de biopelicula ..., 27
5.7.1 Preparacion del iNOCUIO ...............ccooieiiiinieeeeee e 27
B.7.2 MICIOPIACA.........cieeeeiieeeeeeeee ettt st st e s e sne et e sneeneesreennens 28
5.8 Extraccion de plasmidos..............ccocooieiiicieiicce e 28
5.9 Deteccion de genes de carbapenemasa en plasmidos...............c.ccccooevenennene. 29
5.10 Transferencia de genes de resistencia ..............ccccoceninininiininnncncce, 29
5.11 Andlisis estadiStiCo ...........ccoooiiiiiii e 30
5.12 DisposiCion de reSiduUOs..............ocovieiiiieieieeeeeee e 30
RESULTADOS ...t rrrsrmsssssss s s s ssnsssssssssss s s s s s snnnssssssssssssnnns 31
6.1 Identificacion de los aislamientos a nivel especie.............cccccoovvevinieenncneene, 31
6.2 Determinacion del perfil de susceptibilidad......................ccooooniiiiiiiiee, 31
6.3 Deteccion de los genes blanom, blavim, blawp, blakec Y blaoxass ......................... 33
6.4 Produccion de biopelicula.............cccooviiiiiiiciceceeece e 33
6.5 Transferencia de genes de resistencia.............ccccceceririeriiecencceece e 35
6.6 Analisis estadiStiCo...............occciiiiiiiii e 35
10.  DISCUSION ..ot s s ss e sas e ne e s e nnis 37
11.  CONCLUSIONES ........o o s e 41
12.  PERSPECTIVAS ... s s e n s 42
13.  BIBLIOGRAFIA ..ot sss s sss e sse e ene e saennnis 43

14.  APENDICE A .....ooeecccrereeecneresss e eresesas s sesesesas s e e e sas s s e e sesanasaenes 55



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de los 3-lactamicos creado utilizando MolView (www.molview.org) 8

Figura 2. Estructura de los carbapenémicos (Lima et al., 2020). ........ccccovevveveieecereenns 12
Figura 3. Panel de antibiéticos para aislamientos de K. pneumoniae. ...........cc.ccecvvenene 24
Figura 4. Perfil de susceptibilidad de aislamientos. ............ccccceeveievinievenicceeeeeee, 32
Figura 5 Produccion de B-lactamasas de espectro extendido en aislamientos. ............. 32

Figura 6 Produccion de carbapenemasas en aislamientos.............cccccvecnecnenncinene 33



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.

LISTA DE TABLAS

Clasificacién de Ambler de B-lactamasas..........ccccoceevvvvveieviiiecececeeceeee 9
Clasificacién de Bush de B-lactamasas........c.ccccoveveviiiecececeececeeeeeeeee, 10
Familias BLEE ..........o ottt st 11
Cebadores para la identificacion de K. pneumoniae..........ccccecoeevevvevieeevenneenen. 22
Cebadores para la identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos. 27
Produccién de biopelicula en aislamientos...........ccocvrvrcenenieceseceeeeeeen 33
Perfil de resistencia aislamientos portadores de NDM .........c.cccoovevevieecvienienen. 34
Prueba chi-cuadrada. ..........ccooooieiiieeeeeeee e 36



CLSI

CMI

mg
min
mL
nm
pb
PCR
rpm

uv

ug

ML

NOMENCLATURA

Clinical and Laboratory Standars Institute
Concentracion minima inhibitoria
Gravedades

Miligramos

Min

Mililitros

Nanometros

Pares de base

Reaccion en cadena de la polimerasa
Revoluciones por minuto

Ultravioleta
Voltios

Microgramos

Microlitros



3. INTRODUCCION

1.1. Infecciones asociadas a la atencion de la salud

Las infecciones asociadas a la atencién de la salud (IAAS) son aquellas
infecciones que desarrollan los pacientes después de su ingreso a una unidad de
salud o durante la atencion médica dentro de la misma (Masoudifar et al., 2021).
Estas infecciones destacan como uno de los problemas de salud mas relevantes
a nivel mundial, ya que desencadenan una hospitalizacion prolongada,
aumentando hasta diez dias la estancia de los pacientes, lo cual eleva los costos
dentro del sistema de salud (Facciola A et al., 2019; Masoudifar et al., 2021). El
Centro para el Control y la Prevencion de enfermedades (CDC) estima que cada
afo se gastan aproximadamente de 5 a 6 billones de dolares en Estados Unidos
en el tratamiento de las IAAS (Murphy & Clegg, 2012). Entre los factores de riesgo
que favorecen el desarrollo de IAAS encontramos: comorbilidades en el paciente
como diabetes o enfermedades cardiovasculares, inmunosupresion, la virulencia
del patégeno, la resistencia a los antibioticos del agente causal, la presencia de
dispositivos invasivos como catéteres o el haber sido sometido a algun
procedimiento quirurgico (Blot et al., 2022; Facciola A et al., 2019; Mazzeffi et al.,
2021). Por otro lado, hasta el 30 % de las IAAS se originan por medio del contacto
directo o indirecto entre pacientes, profesionales de la salud, objetos

contaminados y familiares de los pacientes (Bhalla et al., 2004).

Dentro de los principales agentes causales de IAAS encontramos a las bacterias
del grupo “ESKAPE” (Masoudifar et al.,, 2021); ESKAPE es el acronimo de:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp. Este
acronimo se debe a que las bacterias dentro de este grupo logran “escapar” al
tratamiento antimicrobiano convencional (Stojowska-swedrzyhska et al., 2022).
Dentro de estas especies, las que destacan y se aislan con mayor frecuencia
como agentes causales de IAAS son: A. baumanii con una frecuencia del 15.8
%, P. aeruginosa en un 14.3 %, S. aureus con un 14.2%, y K. pneumoniae con
un 11.3 % (Llaca-Diaz et al., 2013).



Los miembros del grupo ESKAPE se caracterizan porque cuentan con distintos
mecanismos que los hace resistentes a diversos agentes antimicrobianos;
ademas, poseen virulencia elevada, ya que pueden evadir el sistema inmune del
hospedero y presentar ciertas caracteristicas como la produccion de toxinas, la
formacion de biopelicula, entre otras. Lo anterior no solo dificulta la recuperacion
del paciente, sino que se relaciona directamente con una alta mortalidad en los
pacientes infectados debido a la limitada eficacia de los tratamientos disponibles
(Santajit & Indrawattana, 2016).

Por otro lado, se ha comprobado que los miembros del grupo ESKAPE son
capaces de persistir en superficies inanimadas, como puertas, barandales de
cama, mesas de pacientes, etc., durante semanas o meses, lo que contribuye a
la transmisidon y diseminacion de estos agentes patdgenos, ya que el hospital
actua como un importante reservorio y contribuye en la diseminacion y

transmision entre pacientes (Facciola A et al., 2019).

1.2. Caracteristicas microbioléogicas e importancia clinica de K
pneumoniae
Uno de los miembros destacados del grupo ESKAPE es K. pneumoniae, una
bacteria gramnegativa, miembro de la familia de las Enterobacterias, con forma
de bastén, encapsulada e inmovil (Foroohimaniili et al., 2020). Reside en la
microbiota intestinal de mamiferos, asi como en reservorios del medio ambiente,
como agua, suelo y plantas (Barati et al., 2016; Shadkam et al., 2021). K.
pneumoniae es un patdégeno oportunista; es decir, es un microorganismo con baja
virulencia que llega a causar una infeccion cuando el sistema inmunolégico del

huésped se encuentra comprometido (Guerra et al., 2022).

K. pneumoniae es un agente causal de IAAS, causa hasta el 66 % de las
infecciones en vias urinarias, en vias respiratorias inferiores un 15 %, en tejidos
blandos un 10 % y sepsis (Barati et al., 2016; Martin & Bachman, 2018; Shadkam
et al., 2021). En Estados Unidos, K. pneumoniae es el tercer agente causal de
IAAS, con una incidencia del 9.9 % (Martin & Bachman, 2018). En América Latina,

la incidencia de infecciones causadas por K. pneumoniae varia: en Brasil y en



Venezuela es del 13 %; en México del 11 % y en Colombia del 23 % (Barati et al.,
2016; Huerta-Gutiérrez et al., 2019; D. Yang & Zhang, 2008).

4. Factores de virulencia asociados a K. pneumoniae

K. pneumoniae cuenta con componentes estructurales que provocan dafos en el
hospedero y contribuyen al establecimiento de una infeccion. Entre los factores
de virulencia que destacan encontramos capsula, fimbrias, lipopolisacaridos

(LPS), siderdéforos y la formacién de biopelicula (Foroohimanijili et al., 2020).

1.3.1. Capsula

La capsula es una estructura que envuelve las células bacterianas, generalmente
esta compuesta de polisacaridos. Esta estructura le confiere una proteccién que
impide el reconocimiento por parte del sistema inmunoldgico del hospedero,
ayudandole a evadir la fagocitosis por parte de los macréfagos y neutréfilos
(Clegg & Murphy, 2016).

Existen mas de 78 tipos de antigenos capsulares (o serotipos) en K. pneumoniae,
cada uno con una composicion distinta de monosacaridos. Esta versatilidad
antigénica permite evadir la respuesta inmune adaptativa del hospedero. Por
ejemplo, la capsula del serotipo K1 esta relacionada con cepas hipervirulentas y
se ha asociado con infecciones mas complicadas como bacteriemias, neumonias
e infecciones del tracto urinario. Ademas, debido a la composicion de algunos
polisacaridos como los del serotipo K50 (di-manosa y ramnosa) o K53 (D-acido
glucuroénico, D-galactosa, D-manosa), pueden contribuir en la capacidad de la
bacteria para sobrevivir en ambientes con pocos nutrientes (Clegg & Murphy,
2016; Wyres et al., 2020).

Por otro lado, la capsula contribuye en las fases iniciales de la formacion de
biopelicula, como la adherencia y maduracion en la superficie. Asi mismo, los
polisacaridos capsulares de K. pneumoniae pueden inhibir el crecimiento de otras
bacterias en un mismo entorno, lo que le proporciona una ventaja selectiva a K.

pneumoniae (Guerra et al., 2022).



1.3.2. Fimbrias

Las fimbrias son estructuras que sobresalen de la membrana bacteriana y actuan
como adhesinas, ayudandoles a permanecer tanto en superficies inanimadas
(catéteres o dispositivos meédicos) como en superficies bioticas (células
epiteliales del hospedero) (Guerra et al., 2022). K. pneumoniae expresa
principalmente dos tipos de fimbrias: tipo 1 y tipo 3. Las fimbrias tipo 1 son
fundamentales en |la adherencia inicial a receptores celulares del hospedero que
contienen manosa, lo cual les confiere la capacidad de establecerse en las
superficies epiteliales, como las del tracto respiratorio o urinario, colaborando con
la colonizacion y formacion de biopeliculas. Estas estructuras son especialmente
necesarias en las comunidades bacterianas intracelulares (Guerra et al., 2022).
Mientras que las fimbrias tipo 3 estan relacionadas en la formacién madura de
las biopeliculas (Guerra et al., 2022; D. Yang & Zhang, 2008).

1.3.3. Lipopolisacaridos

El lipopolisacarido (LPS), es un componente esencial de la membrana externa en
las bacterias gramnegativas, incluida K. pneumoniae. El LPS tiene un papel
fundamental en la virulencia de la bacteria, ya que es capaz de inducir la
respuesta inflamatoria del sistema inmunoldgico, a través de los receptores tipo
Toll, lo cual puede llevar a sepsis (Guerra et al., 2022). Ademas, el LPS tiene un
rol en la formacion de biopeliculas, al promover la adhesion de las bacterias a
diversas superficies, ya que se ha descrito que las cepas mutantes que carecen
de LPS tienen deficiencia en la formaciéon de biopelicula. Por otra parte, la
diversidad estructural en los oligosacaridos que conforman al LPS también

permiten evadir la deteccion por anticuerpos especificos (Clegg & Murphy, 2016).

1.3.4. Sideréforos

Los siderdforos son moléculas de bajo peso molecular que K. pneumoniae utiliza
para captar iones de hierro del ambiente en el que se encuentre. El hierro es un
nutriente de importancia para el metabolismo y supervivencia de la bacteria.
Dentro del cuerpo humano el hierro se encuentra en baja concentracién, por lo

que la produccion de sideroforos es de vital importancia como factor de virulencia



en las bacterias. Los sider6foros compiten contra proteinas como la lactoferrina
y la transferrina, que son proteinas de union al hierro (Clegg & Murphy, 2016). K.
pneumoniae produce varios tipos de sideroforos, entre ellos: enterobactina,
yersiniabactina, salmochelina y aerobactina; cada uno cuenta con diferente
afinidad de union del hierro (Wyres et al., 2020). La yersiniabactina y la
aerobactina estan relacionadas con cepas hipervirulentas y son necesarias para

el desarrollo de las infecciones (Clegg & Murphy, 2016; Martin & Bachman, 2018).

1.3.5. Biopelicula

Las biopeliculas son wuna matriz estructural compleja, compuesta de
exopolisacaridos de origen bacteriano, formada por polisacaridos, proteinas,
DNA 'y nutrientes, dentro de las cuales residen bacterias (Clegg & Murphy, 2016;
Singh et al., 2019). La capacidad de formar biopeliculas es de gran importancia,
ya que contribuye en la persistencia enfermedad en el huésped debido a que
protegen a los microorganismos de la accion del sistema inmunoldgico y de los
antibioticos, convirtiendose en mas dificiles de erradicar (Barati et al., 2016; Singh
et al., 2019).

La formacién de la biopelicula involucra varias etapas: adhesion, formacién de
microcolonias, el desarrollo de la matriz de biopelicula y por ultimo la liberacion
de células bacterianas planctdénicas de la matriz. Durante la adhesion, las
bacterias se fijan sobre superficies de dispositivos médicos como catéteres o
sondas, o en tejidos epiteliales como los que recubren las vias urinarias o el tracto
respiratorio (Vuotto et al., 2017). Una vez adheridas, comienzan a multiplicarse y
a formar pequenos grupos denominados microcolonias, las cuales secretan
proteinas y exopolisacaridos, lo que proporcionara un soporte estructural y la
comunicacién entre bacterias, dando lugar a la liberacion de bacterias que se
encuentran en estado libre y no adheridas, conocidas como células plancténicas
(Murphy & Clegg, 2012).

Los microorganismos dentro de las biopeliculas interactuan a través de sefales
quimicas y crean una estructura protectora que les permite sobrevivir en

condiciones adversas. Esta estructura facilita su adherencia en piel, tejidos



blandos, pulmones, vejiga, asi como en superficies inanimadas, volviéndose
dificil de remover y aumentando su capacidad de supervivencia y resistencia a
agentes antimicrobianos (Lam et al., 2021a; Singh et al., 2019; Vuotto et al.,
2017). En superficies inertes comunes en el ambiente hospitalario, p. €j., en
catéteres o sondas, las biopeliculas representan un desafio importante debido a
la presion selectiva generada por el uso de antibioticos, lo cual incrementa la
resistencia y dificulta aun mas la terapia (Shadkam et al., 2021). Ademas, el lento
crecimiento de las bacterias en estado de latencia dentro de la matriz de la
biopelicula crea un ambiente que también aumenta la resistencia a los
antibidticos, gracias a la interaccion entre células dentro de la matriz, ya que
pueden transferir elementos genéticos asociados a la resistencia. Ademas, las
proteinas de unién a los antibidticos se expresan en menor cantidad que en las

células bacterianas plancténicas (Murphy & Clegg, 2012).

1.4. Farmacorresistencia en K. pneumoniae

El aumento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos es considerado un
problema mundial que amenaza a la salud. Esta problematica va en aumento y
tiene como consecuencias: estancias hospitalarias mas largas para los
pacientes, mayor costo médico, mayor mortalidad y reduce las opciones de

tratamientos en enfermedades infecciosas (Magiorakos et al., 2012).

Las infecciones causadas por bacterias resistentes a los farmacos poseen un
prondstico severo para los pacientes (Jia et al., 2019). Se calcula que mas de un
millobn de personas al afno, contraen infecciones causadas por bacterias
resistentes; en América Latina y en Estados Unidos se atribuyen 900,000 muertes

a esta causa, y en Europa, 25,000 muertes al afio (Sievert et al., 2013).

Este panorama es preocupante en el caso de patdbgenos como K. pneumoniae,
cuyo tratamiento se encuentra cada vez mas limitado debido a la resistencia a
multiples farmacos. En 2021, en un hospital de tercer nivel en Guadalajara,
México, se reportd una elevada resistencia en aislamientos clinicos de K.
pneumoniae recuperados de sangre a varios grupos de antibidticos, incluyendo

fluoroquinolonas (ciprofloxacino 18 %), aminoglucésidos (gentamicina 55 %),



sulfonamidas (56 %), monobactamicos (59 %), y a cefalosporinas de 3ra
(ceftriaxona 60 %) y 4ta generacion (cefepima 56 %) (Toledano-Tableros et al.,
2021).

Por ello, es importante fomentar en el entorno hospitalario una vigilancia
epidemioldgica activa, asi como la prevencion y el control del uso de los
antibioticos (Larcher et al., 2022). Estas medidas permiten identificar bacterias
farmacorresistentes y aplicar medidas que reduzcan su diseminacion, ademas de
controlar el uso de antibidticos para prevenir el desarrollo de nuevas cepas

resistentes.

1.5 Opciones terapéuticas

Los antibioticos [B-lactamicos son los antimicrobianos mas utilizados en el
tratamiento de enfermedades infecciosas, representando el 65 % de las
prescripciones de antibiéticos intravenosos en Estados Unidos de América. Los
B-lactdmicos son el principal grupo de antibiéticos empleado en el tratamiento de
infecciones por enterobacterias (Larcher et al., 2022). Es una clase de
antibidticos eficaz, con buena tolerancia en los pacientes, aunque se registran
reacciones alérgicas en un pequefio porcentaje de pacientes como principal
efecto adverso (Bush & Bradford, 2016).

Los antibidticos B-lactdmicos son una clase de farmacos bactericidas que se
caracterizan por tener un anillo B-lactamico en su estructura. La conformacién de
los B-lactamicos consiste en un anillo de cuatro miembros fusionado a un
segundo anillo, y su nombre se debe a que el atomo de nitrégeno esta unido al
carbono B (Gerald & Gerald, 1988).

La clase de los [-lactamicos se divide en penicilinas, monobactamicos,
cefalosporinas y carbapenémicos (Lima et al., 2020). En las penicilinas, el anillo
B-lactdmico se une a un anillo de cinco miembros que contiene azufre, mientras
que en la estructura de las cefalosporinas encontramos un anillo de seis
miembros unido igualmente a un azufre; en los monobactamicos, no se encuentra
un anillo secundario ligado al B-lactama, y en los carbapenémicos, un anillo de

cinco carbonos se une al anillo B-lactamico (Figura 1).



La estructura conservada que comparten los antibiéticos p-lactamicos es similar
a la conformacion quimica del dipéptido D-Ala-D-Ala (Figura 1). Este dipéptido
participa en la formacion de cadenas del peptidoglicano, que es el principal
componente de la pared celular de las bacterias. El peptidoglicano esta
compuesto por carbohidratos que se repiten de manera alternada: N-
acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico. EI mecanismo de accién de los [3-
lactamicos consiste en inhibir la formacién del peptidoglicano, al unirse
covalentemente a unas proteinas de membrana denominadas PBP (penicillin
binding protein), que son enzimas transpeptidasas y carboxilasas esenciales en
la fase terminal del ensamblaje de la pared celular (Gerald & Gerald, 1988; Kim
et al., 2023). La inhibicién de la actividad enzimatica de la transpeptidacion en las
PBP debilita la pared celular, propiciando que la bacteria se lise (Fresnadillo
Martinez et al., 2010a).
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Figura 1. Estructura de los B-lactdmicos creado utilizando MolView

(www.molview.orq)

a) penicilinas, b) carbapenémicos, c) D-Ala-D-Ala, d) cefalosporinas, €)

monobactamicos.


http://www.molview.org/

1.6 Mecanismos de resistencia a antimicrobianos

La resistencia bacteriana a numerosos farmacos antimicrobianos, incluidos los
antibidticos B-lactamicos, representa un problema clinico en aumento, que pone
en peligro la eficacia de los tratamientos, en particular, los aislamientos de K.
pneumoniae resistentes a los p-lactdmicos. Dichos aislamientos pueden
presentar uno o varios mecanismos de resistencia, como la alteracion en las PBP,
sobreexpresion de bombas eflujo, disminucion en la permeabilidad de la
membrana externa o enzimas hidroliticas (Shadkam et al., 2021). De los
mecanismos de resistencia mencionados, la acumulacion de genes que codifican
enzimas hidroliticas es el mas comun entre las Enterobacterias (Navon-Venezia
et al., 2017).

Entre las enzimas hidroliticas mas frecuentes encontramos a las B-lactamasas,
enzimas capaces de romper el anillo B-lactamico, formando un metabolito
incapaz de unirse a las PBP y de ejercer su actividad bactericida
(Vachvanichsanong et al.,, 2020). Las B-lactamasas se clasifican en dos
esquemas (21): el de Ambler, y el de Bush. El esquema de Ambler es el mas
difundido y se basa en la similitud de aminoacidos (Tabla 1), dividiéndolas en
clase A, B, C y D (Codjoe & Donkor, 2017). El esquema de Bush (Bush &
Bradford, 2016) se basa en la inhibicion de la actividad de las B-lactamasas por
diferentes compuestos como el acido clavulanico, el EDTA u oxacilina; se definen
cuatro grupos basandose en los sustratos hidrolizados y los perfiles de inhibicién
(Tabla 2).

Tabla 1. Clasificacion de Ambler de B-lactamasas

Grupo Ejemplos

A Serincarbapenemasas blactx, blatewm, blakec, blaces
B Metalo-B-lactamasas blanbwm,, blaviv, blaimp

C Cefalosporinasas AmpC

D Oxacilinasas blaoxa-as, blaoxa-24




Tabla 2. Clasificacion de Bush de B-lactamasas

Grupo Actividad Ejemplos
Cefalosporinas que no son inhibidas por el acido

1 CTX

clavulanico.

) Penicilinas, cefalosporinas y carbapenemasas que TEM-3
son inhibidas por inhibidores de p-lactamasas. SHV
Metalo-B-lactamasas que hidrolizan penicilinas,

3 cefalosporinas y carbapenemasas que son CcrA

inhibidas por EDTA.
Penicilinas que no son inhibidas por el acido

4 _ Penicillinasas

clavulanico.

Dentro del grupo de las serincarbapenemasas se encuentran las p-lactamasas
de espectro extendido (BLEE). Las cepas productoras de BLEE son resistentes a
penicilinas, cefalosporinas (primera, segunda y tercera generacion) vy
monobactamicos (Chaibi et al., 2023). Estas enzimas son codificadas por genes

que se agrupan en varias familias (Tabla 3

), algunas de estas familias estan muy relacionadas, como las tipo TEM y SHV.
Por otro lado, las B-lactamasas de la familia CTX-M presentan una mayor
diversidad genética en comparacién con las familias TEM y SHV (Castanheira et
al.,, 2021), lo cual les confiere versatilidad para actuar frente a diferentes
antibidticos B-lactamicos. Esta diversidad se debe a la presencia de multiples
variantes, lo que permite que distintas enzimas dentro de cada grupo tengan
afinidad por una gama distinta de antibioticos y confieran resistencia frente a

ellos.



Tabla 3. Familias BLEE

Familia Nomenclatura

TEM Temoneira
SHV Sulfhydryl reagent variable

CTX-M Cefotaxime-hydrolysing B-lactamase isolated in Munich
GES Guiana-extended spectrum

Los carbapenémicos son una de las clases con mayor relevancia de los
antibidticos B-lactamicos. Presentan espectro contra bacterias gramnegativas y
grampositivas y son resistentes a la hidrdlisis por la mayoria de las B-lactamasas
(Lima et al., 2020).

Los carbapenémicos son de las ultimas opciones de antibidticos para tratar las
infecciones ocasionadas por enterobacterias productoras de BLEEs (Navon-
Venezia et al., 2017). Una de las diferencias entre los carbapenémicos y las
penicilinas es que en su estructura presentan un atomo de carbono en la posicidén
1, en lugar de un azufre, lo cual les otorga una proteccién contra la mayoria de
las B-lactamasas (Codjoe & Donkor, 2017; Fresnadillo Martinez et al., 2010b)
(Figura 2). Los carbapenémicos mayormente utilizados en la clinica son el

meropenem, imipenem y ertapenem (Potter et al., 2016) (Figura 2).



Ertapenam

Figura 2. Estructura de los carbapenémicos (Lima et al., 2020).

K. pneumoniae se ha convertido en la principal enterobacteria resistente a
carbapenémicos con elevada diseminacién por todo el mundo, lo cual representa
una amenaza significativa para la salud (Navon-Venezia et al., 2017). Se ha
reportado que la resistencia a los carbapenémicos en aislamientos de K.
pneumoniae alcanza el 62 % en Grecia, el 50 % en Estados Unidos, y el 20 % en

México (Garza-Gonzalez et al., 2021; Logan & Weinstein, 2017).

Uno de los mecanismos involucrados en el desarrollo de resistencia a los
carbapenémicos se debe a la inactivacién enzimatica por carbapenemasas. Las
carbapenemasas son la familia mas versatil de las B-lactamasas, ya que
hidrolizan a la mayoria de los antibidticos B-lactamicos, incluyendo a los
carbapenémicos (Halat & Moubareck, 2022). Se encuentran distribuidas en los
diferentes grupos de la clasificacion de Ambler de las B-lactamasas (Bush &



Bradford, 2016) (Tabla 1). Dentro de la clase A, se incluyen a las carbapenemasas
que tienen un residuo de serina como la KPC (Klebsiella pneumoniae
Carbapenemasa). En la clase B encontramos a las metalo-B-lactamasas, como
la IMP (Imipenemasa), VIM (Verona Integron Metalo-B-lactamasa) y NDM (New
Delhi Metalo-B-lactamasa); dichas enzimas son inhibidas por el EDTA ya que
requieren de dos iones de zinc en su sitio catalitico para su actividad. Las
carbapenemasas de clase D son las oxacilinasas, y presentan diferentes
variantes, numeradas por su descubrimiento, donde la OXA-48 es la que destaca

entre las enterobacterias (Chaibi et al., 2023).

La presencia de las carbapenemasas limita las opciones terapéuticas a la
colistina y la tigeciclina (Lam et al., 2021b). Sin embargo, la resistencia a la
colistina ha aumentado en K. pneumoniae debido a la presencia de genes mrc
asociados a plasmidos, y se han encontrado en cepas que ademas portan el gen
blanom (Al Naiemi et al., 2005).

1.6.1 Transferencia de genes asociados a resistencia

El genoma de K. pneumoniae contiene genes de resistencia a los antibiéticos que
se han adquirido por medio de plasmidos y elementos genéticos transferibles, lo
cual deriva en la aparicion de cepas multidrogorresistentes (MDR) (X. Yang et al.,
2021).

Los genes de resistencia se pueden encontrar dentro de transposones; los cuales
son fragmentos de DNA que tienen la capacidad de moverse dentro del genoma
de una célula, y que pueden llevar genes de resistencia e integrarse a su vez
dentro de plasmidos. Los plasmidos son moléculas de DNA circular de doble
cadena autorreplicativo, que confieren caracteristicas adicionales a las cepas que
lo portan, incluyendo resistencia a farmacos (Actis et al., 1999; Chen et al., 2014;
Sanchez-B Esp et al., 2012). Aunque los plasmidos no son esenciales para las
bacterias, les confieren la capacidad de sobrevivir en condiciones adversas,
como la presencia de antibiéticos en el medio o les confiere la habilidad para
competir contra otros microorganismos. Por otro lado, el intercambio de genes

también puede ocurrir por medio de integrones, los cuales son capaces de



capturar y expresar genes de resistencia; sin embargo, no se mueven por si
mismos y suelen estar en transposones o plasmidos (Sanchez-B Esp et al.,
2012).

La adquisicion de nuevos genes de resistencia dentro de plasmidos a traveés de
transposones 0 secuencias de insercion, y la capacidad que tienen para
replicarse, convierte a las bacterias en reservorios para la propagacion de estos
mismos genes (Rozwandowicz et al., 2018). Existen diferentes tipos de
plasmidos: a) los integrativos, que tienen la capacidad de introducirse en el
cromosoma, y b) los conjugativos, que portan genes que codifican pili y cuya
funcion es la transferencia de plasmidos de bacteria a bacteria (Sanchez-B Esp
et al., 2012). Los plasmidos conjugativos son los principales responsables de la
difusion de genes que codifican la resistencia a los antibiéticos. La resistencia a
carbapenémicos puede ser difundida entre aislamientos de K. pneumoniae a
través de plasmidos (Pecora et al., 2015). Los plasmidos que se encuentran en
mayor frecuencia entre las enterobacterias son los IncA/C, IncFIA, IncFIB, IncFlI,
IncX3, los cuales se han asociado a la expresion de genes de BLEE vy

carbapenemasas (Toledano-Tableros et al., 2021b).

Una de las carbapenemasas que se reporta con mayor frecuencia, identificada
en K. pneumoniae es la NDM, la cual se disemina principalmente en el ambiente
hospitalario. La enzima NDM, identificada por primera vez en 2007, ha alcanzado
una diseminacion mundial con abundantes reportes de Asia y Europa y ha sido
poco comun entre las enterobacterias en América; sin embargo, en México, la
primera deteccion de NDM en Klebsiella fue descrita en 2014 (Garza-Gonzalez
et al., 2021). Desde su primer reporte en el pais, esta carbapenemasa se ha
propagado, siendo el gen blanom-1 el detectado con mayor frecuencia
actualmente. La propagacién de aislamientos productores de NDM es un tema
de preocupacion global, debido a su amplia y rapida distribucion. La prevalencia
de la carbapenemasa NDM-1 es ahora mas comun que la KPC (Toledano-
Tableros et al., 2021b). Acorde al estudio de Bocanegra y colaboradores en el

afo 2017, el gen blanom se detecté en 48 de 52 aislamientos clinicos (92.3 %)



pertenecientes a K. pneumoniae, mientras que el gen blakec en un solo
aislamiento clinico, dentro de un hospital de tercer nivel en México (Bocanegra-
Ibarias et al., 2017).



5. ANTECEDENTES

K. pneumoniae es uno de los patégenos de mayor importancia a nivel hospitalario
debido a su frecuencia como agente causal de IAAS. Esto se destaca en un
estudio del Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades
(ECDC), realizado en Polonia, donde K. pneumoniae fue el agente causal
predominante de IAAS, con una frecuencia del 16.3 %. Los aislamientos se
obtuvieron de pacientes con infecciones en el torrente sanguineo, vias urinarias,
tracto respiratorio inferior e infecciones intraabdominales (Rafa et al., 2021). De
manera similar, en un estudio dentro de un hospital de tercer nivel en México
realizado por Cruz Lopez y colaboradores en 2017 (Cruz-Lépez et al., 2020), K.
pneumoniae fue reportada como el segundo agente causal de IAAS, con una
prevalencia del 29 %. Los aislamientos se recuperaron de muestras de sangre,
secreciones de heridas quirurgicas y lavados bronquioalveolares. Ademas, se
recuperaron 2868 aislamientos a partir de superficies de contacto cercanas a los
pacientes, como barandales de cama, mesas; de dispositivos médicos insertados
en pacientes, asi como de superficies corporales de pacientes, enfermeros y
familiares de pacientes. De los cuales el 3.1 % se identificaron como K.
pneumoniae, resaltando su capacidad de colonizacion en diversas areas del

entorno hospitalario, mediante técnicas de identificacion.

Ademas de ser uno de los patdgenos con mayor incidencia en IAAS, K.
pneumoniae muestra altos niveles de resistencia a varios antibiéticos de uso
hospitalario. Un estudio en el Hospital Civil de Guadalajara reporté 80
aislamientos de K. pneumoniae provenientes de pacientes con bacteriemia. En
estos casos, se observo una elevada resistencia a aztreonam (59 %), cefepime
(56 %), ceftriaxona (60 %), colistina (54 %), y carbapenémicos (12.5 %).

La capacidad de K. pneumoniae para desarrollar resistencia a multiples
antibioticos ha aumentado considerablemente, en gran medida por la produccion
de enzimas capaces de hidrolizar antibioticos, como las B-lactamasas y

carbapenemasas, lo que representa un desafio significativo en los tratamientos.



Esta tendencia es notoria en un estudio de 2021 realizado en el Hospital
Universitario de Soba, Sudan (Elbadawi et al., 2021), donde se reportd el
aislamiento de 191 bacilos productores de carbapenemasas; de estos, el 76 %
(63/82) fueron identificados como K. pneumoniae, 42 % (19/45) como P.
aeruginosa, A. baumannii 50 % (18/36), y E. coli 42 % (12/28). En este estudio,
el gen blanom destaco principalmente en K. pnuemoniae, presente en el 88.4 %
(56/63) de sus aislamientos. Estos resultados subrayan la necesidad de
investigar la distribuciéon de los genes de resistencia portadores de enzimas
carbapenemasas entre los aislamientos resistentes a carbapenémicos en
bacterias gramnegativas, especialmente en K. pneumoniae, debido a su alta

capacidad de diseminacion.

La presencia de genes de resistencia como blanom en K. pneumoniae destaca el
riesgo de brotes de cepas multirresistentes en entornos hospitalarios. Un brote
de K. pneumoniae ST307 presentd caracteristicas de resistencia a multiples
farmacos, alta produccion de sideréforos, y portador de plasmidos con genes
NDM, CTX-M y OXA-48. Esta cepa fue identificada en cuatro hospitales de
Alemania entre junio y octubre del 2019 por medio de una secuenciacion del
genoma completo (Heiden et al., 2020). Durante este brote se analizaron 56
aislamientos de enterobacterias, de los cuales 52 correspondieron a K.
pneumoniae, obtenidos de muestras clinicas como hisopados rectales y

secreciones traqueales.

La capacidad de transferencia horizontal de genes de resistencia es un
mecanismo clave en la diseminacion de genes de resistencia en K. pneumoniae.
En un estudio realizado en el Hospital Civil de Guadalajara, México (Toledano-
Tableros et al., 2021) se detectd la presencia del gen blanom-1 en 80 aislamientos
de origen clinico, recuperados de pacientes con bacteriemia. Los resultados
mostraron que el gen blanom-1 se encontraba dentro de plasmidos conjugativos.
Mediante ensayos de conjugacion, se demostré la transferencia del gen blanowm-
1 hacia otras bacterias, destacando la capacidad de diseminacion de estas

cepas.



Klebsiella pneumoniae persiste durante periodos prolongados en superficies del
ambiente hospitalario y es un agente causal frecuente de IAAS. Adicionalmente,
ha desarrollado resistencia a los carbapenémicos por medio de mecanismos
enzimaticos codificados por elementos genéticos transmisibles, por o que es
importante analizar la capacidad de propagacion de genes asociados a

resistencia entre aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario.



6. HIPOTESIS

Los aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario de K. pneumoniae actuan y
como reservorios de genes de resistencia a carbapenémicos, y presentan
caracteristicas que favorecen su persistencia en el ambiente hospitalario, como

la formacion de biopelicula.



7. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar el papel de Klebisella pneumoniae como reservorio de genes
asociados a resistencia a carbapenémicos en aislamientos clinicos y del

ambiente hospitalario.

4.20bjetivos especificos
4.2.1 lIdentificar aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario de K.

pneumoniae a nivel especie.

4.2.2 Evaluar el perfil de susceptibilidad a diferentes agentes antimicrobianos en
aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario de K. pneumoniae.

4.2.3 Determinar la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos en
aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario de K. pneumoniae.

4.2.4 Determinar la capacidad de los aislamientos clinicos y del ambiente
hospitalario de K. pneumoniae para producir biopelicula.

4.2.5 Determinar la capacidad de los aislamientos clinicos y del ambiente
hospitalario de K. pneumoniae para transferir genes asociados a resistencia a

carbapenémicos.



8. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia ubicado en el Centro
de Laboratorios Especializados, de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, y en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular, en el Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular, de la

Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
5.1 Obtencion de aislamientos

En este trabajo se incluyeron 54 aislamientos recuperados de superficies del
ambiente hospitalario y 39 aislamientos de muestras clinicas de pacientes de dos
salas de cuidados intermedios del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio

Alcalde”, en Guadalajara, México.

Los aislamientos de superficies del ambiente hospitalario se obtuvieron de un
trabajo previo (Cruz-Lopez et al., 2021) que analizé superficies corporales (fosas
antecubitales fosas nasales, pliegues retroauriculares y superficies palmares) de
enfermeras, de pacientes, de familiares de pacientes, de dispositivos médicos
insertados en los pacientes (catéter venoso central, tubos de ventilacion
mecanica y catéter urinario) y de lugares cercanos a la cama de pacientes (mesas
y barandales de cama). Dichos aislamientos se recuperaron durante el periodo
del 10 de abril al 8 de mayo de 2017 y fueron identificados mediante

espectrometria de masas asociado a detector de tiempo de vuelo (MALDI-TOF).

Los aislamientos clinicos (sangre, orina, liquido cefalorraquideo, etc.) fueron
obtenidos de pacientes internados en las salas de cuidados intermedios del
mismo hospital en el periodo del 2015 al 2016, previamente identificados como

Klebsiella pneumoniae por MALDI-TOF.

Los protocolos empleados para la recolecciéon de los aislamientos fueron

aprobados por el Comité de Etica en Investigacién con nimero de registro 118/17.

5.2 Obtencion de DNA por lisis térmica
A partir de un cultivo puro incubado a 37° C por 18 h de K. pneumoniae en agar
sangre, se tomo una colonia y fue suspendida en 50 uL de agua HPLC estéril en



un tubo eppendorf de 1.5 mL, se agitd en voértex y se calenté a 95°C por 15 min.
Posteriormente, se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min y el sobrenadante fue

colocado en un tubo eppendorf de 0.6 mL para ser congelado hasta su utilizacion.

5.3 Identificacion de los aislamientos

Se realizé una PCR de identificacion utilizando los cebadores y las condiciones
descritas previamente (Garza-Ramos et al., 2015). La PCR amplifico regiones
especificas del gen de la transferasa (RmlA) de K. pneumoniae. La reaccién de
PCR utilizé 3 uL del DNA obtenido por lisis térmica en 25 uL de mezcla de
reaccion compuesta por: 200 yuM de cada desoxinucleétido trifosfato, buffer 1X,
3 UM de MgCl2, 1 uM de cada oligonucleétido (Tabla 4) y 1 U de Taq polimerasa

(Invitrogen™).

Tabla 4. Cebadores para la identificacion de K. pneumoniae

Cebadores Secuencia (5 -3") Producto (pb)
KP888-F AAGCAAGCCAGAACAGAAAG _—
KP888-R ACTTCGGTTTTATCCAGGTC

Para la amplificacion se llevo a cabo un paso inicial de desnaturalizacion (94°C,
4 min); 35 ciclos de: desnaturalizacion (94°C, 1 min), alineamiento (58°C, 1 min),

y extension (70°C, 70 s); y un paso final de elongacion a 72°C por 5 min.

Los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2 % con TBE 0.5 X, previa tincion con Red Gel 1X. Se empled un
marcador de 100-1,000 pb (Invitrogen™). El gel se revel6 en un transiluminador
con luz UV a 254 nm. Como control se utilizé la cepa ATCC 70063 de K.

pneumoniae.

5.4 Pruebas de susceptibilidad
5.4.1 Dilucién en caldo
Se determind el perfil de susceptibilidad a los aislamientos clinicos y del ambiente

hospitalario por el método de microdilucién en caldo siguiendo las indicaciones



del documento MO7 y los puntos de corte del documento M100 del Clinical and
Laboratory Standards (CLSI).

5.4.2 Preparacion del inéculo

A partir de un cultivo puro incubado a 37°C por 18 h, se tomaron colonias aisladas
y se suspendieron en un tubo con solucidn salina, hasta alcanzar una
absorbancia de 0.8 a 0.13 a 625 nm. A partir del in6culo ajustado, se preparo una

dilucion 1:150 en caldo Mueller-Hinton estéril.

5.4.3 Preparacion del panel de antibiéticos

Para cada aislamiento, se determind la concentracién minima inhibitoria para los
antibidticos: amikacina (AMK), aztreonam (ATM), ciprofloxacino (CIP),
gentamicina (GEN), imipenem (IMP), levofloxacino (LVX), meropenem (MEM),
piperacilina/tazobactam (TZP), trimetroprim/sulfametoxazol (SXT). Se preparo un
panel de antibidticos realizando diluciones seriadas 1:2 de los antibidticos en
placas estériles de 96 pocillos. Para lo anterior, se afiadieron 100 uL de caldo
Mdueller-Hinton en todos los pocillos de la placa, y en la primera columna se
anadieron 100 uL del stock de antibidtico a 4X de la concentracion mas alta
requerida. A partir del primer pocillo, se transfirieron 100 uL al pocillo inmediato,
y se repitid hasta completar las filas. Se descartaron los 100 L del ultimo pocillo,

dejando un volumen final por pocillo de 100 pL.

En el panel se incluyé un pocillo con caldo sin antibiético, como control positivo
de crecimiento, y un pocillo con caldo sin in6culo, como control negativo. Las
concentraciones finales de cada antibidtico se muestran en la Figura 2. Las
placas se inocularon 18 h. Posteriormente, se incubaron a 37°C durante 18-20 h.
Se determind la CMI de los aislamientos visualizando si habia crecimiento en el

pocillo de cada antibiético.

El control de calidad de las pruebas de susceptibilidad por dilucion en caldo se
realizé6 empleando las cepas E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.
Para la interpretacion de los resultados se utilizaron los puntos de corte
establecidos por el CLSI en el documento M100.



TZP

A |l 64 64 4 32 16 8 16 16/304 128/16 ATCC
B | 32 32 16 8 4 8 8/152 64/8

CcC 16 16 1 8 4 2 4 4/76 32/4

D 8 8 0.5 4 2 1 2 - 16/4

E 4 4 0.25 2 1 0.5 1 2/38 8/4

F 2 2 0.125 1 0.5 0.25 0.5 1/19 4/2

G 1 1 0.06 0.5 0.25 0.125 0.25 0.5/9.5 2/1

H| 05 0.5 0.03 0.25 | 0.125 0.06 0.125 0.25/4.75 1/0.5

Figura 3. Panel de antibi6ticos para aislamientos de K. pneumoniae.

Concentracion en uyg/mL. AMK: Amikacina, ATM: Aztreonam, CIP: Ciprofloxacino, GEN: Gentamicina, IMP: Imipenem, LVX:

Levofloxacino, MEM: Meropenem, TZP: Piperacilina/Tazobactam, SXT: Sulfametoxazol/Trimetroprim.
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5.5 Determinacion de produccion de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE)

Se realizo la determinacion de BLEE a los aislamientos clinicos y del ambiente
hospitalario por medio del método de difusion en disco siguiendo las indicaciones
del CLSI en el documento M02. A partir de un cultivo puro incubado a 37°C por
18 h, se tomaron colonias aisladas y se suspendieron en un tubo de solucion

salina hasta alcanzar una absorbancia de 0.8 a 0.13 a 625 nm.

A partir de este indculo, se dispenso sobre una placa de agar Muller Hinton con
un hisopo estéril y se colocaron los sensidiscos de cefotaxima (CXT), cefotaxima-
acido clavulanico (CXT/CLA), ceftazidima (CAZ) y ceftazidima-acido clavulanico,
a una distancia de 24 mm entre discos. Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 18 h.

Se midieron los halos de inhibicién y los aislamientos con un incremento de 5 mm
0 mas en el diametro del halo de inhibicion en presencia del antibidtico con acido
clavulanico fueron considerados como productores de BLEE. La cepa ATCC K.

pneumoniae 700603 se utilizé como control positivo.

5.6 Determinacion de la produccion de carbapenemasas

5.6.1 Prueba Carba NP

Se evalué la produccion de carbapenemasas en los aislamientos resistentes a
meropenem, mediante la técnica de CarbaNP (Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing., 2023). A partir de un cultivo puro incubado a
37°C por 18 h de cada aislamiento, se tomd una colonia para suspenderla en un
tubo con 200 pL de solucion de lisis, se homogenizé en voértex y 100 pL se
pasaron a otro tubo. Al un tubo se le afnadieron 100 pL de solucion de trabajo
(tubo A), y a otro tubo se le afadieron 100 uL de solucidn de trabajo con imipenem
a una concentracién de 6 mg/mL (tubo B). Se homogenizé en vortex y se incubd
a 37°C durante dos h, realizando una lectura cada 30 min. Se considerd un
resultado positivo si la solucion de trabajo con imipenem viré de rojo a amarillo

mientras que si se mantuvo en color rojo se considerd un resultado negativo.
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Se utiliz6 como control de calidad una cepa productora de carbapenemasa NDM
(control positivo), y una cepa no productora de carbapenemasa (control

negativo), previamente corroboradas por PCR.

5.6.2 Prueba de inactivacion de carbapenémicos

Siguiendo las indicaciones del CLSI en el documento M100, se evalud la
produccion de carbapenemasas en los aislamientos resistentes a meropenem,
mediante la técnica de inactivacion de carbapenémicos. Se utilizd6 una cepa
susceptible a meropenem (E. coli ATCC 25922). Primero se procedi6 a preparar
un inéculo con cada uno de los aislamientos resistentes a carbapenémicos en un
tubo con caldo soya tripticasa, posteriormente se sumergidé un disco de
meropenem (30 ug) dentro del caldo y se incubd a 35°C por 4 h. Después, se
inoculé una placa de agar Muller-Hinton con la cepa E. coli ATCC 25922, en la
cual se colocé el disco de meropenem previamente utilizado y se incubo por 18-
24 ha 37°C.

Para la interpretacion se midieron los halos de inhibicién, considerando positiva
a produccién de carbapenemasas si el halo de inhibicion media de 6 a 15 mm, y
negativa a produccion de carbapenemasas si el halo de inhibiciéon era mayor a

19 mm.

5.6.3 Identificacion de genes de carbapenemasas

Para identificar genes de resistencia a carbapenémicos en los aislamientos,
realizé una PCR multiplex para los genes blaviv, blavp, y una PCR punto final
para los genes blanowm, blakec, y blaoxa-4s de manera independiente, utilizando los
cebadores y las condiciones descritas por Poirel y colaboradores (Poirel et al.,
2011).

La reaccion de PCR utiliz6 1.5 yL del DNA obtenido por lisis térmica en 25 uL de
mezcla de reaccion compuesta por: 200 yM de cada desoxirribonucleétido
trifosfato, buffer 1X, 3 yM de MgCl2, 1 uM de cada oligonucleétido (Tabla 5)y 1 U
de Taq polimerasa (Invitrogen™).
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Tabla 5. Cebadores para la identificacion de genes de resistencia a

carbapenémicos

Producto
Cebadores Secuencia (5—73") (bb) Especificidad

p
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC _— bl
IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC P
VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA

390 bla,,,
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG
OXA-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC

438 blaOXA-48
OXA-R CATCAAGTTCAACCCAACCG
NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC

621 bla .,
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC
KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG

798 bla, .
KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

Para la amplificacion se llevo a cabo un paso inicial de desnaturalizacion (94°C,
10 min); 36 ciclos de: desnaturalizacion (94°C, 30 s), alineamiento (54°C, 40 s),

y extension (72°C, 1 min); y un paso final de elongacion a 72°C por 5 min.

Los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2 % con TBE 0.5X, previa tincion con Red Gel 1X. Se empled un
marcador de 100-1,000 pb (Invitrogen™). El gel se revel6 en un transiluminador
con luz UV a 254 nm. Como controles se utilizaron cepas portadoras de estos

genes previamente identificadas.

5.7 Determinacion de la produccion de biopelicula

5.7.1 Preparacién del inéculo

A partir de un cultivo puro incubado a 37°C por 18 h en agar sangre, se tomaron
colonias aisladas y se suspendieron en un tubo de solucion salina, hasta alcanzar

una absorbancia de 0.257 a 625 nm.
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5.7.2 Microplaca

La evaluacion de la produccion de biopelicula en los aislamientos se determiné
mediante tincion con cristal violeta. Se prepard un inéculo con cada uno de los
aislamientos en un tubo con medio liquido infusiobn cerebro corazon (BHI),
después se suplementd con glucosa al 1 %. Posteriormente en una placa de
micro titulacion se inocularon 3 pocillos con 200 puL cada uno por aislamiento;

ademas, se inocularon 3 pocillos con caldo BHI estéril como blanco.

Las placas se incubaron durante 24 h a 37°C. Después de la incubacion se
decanto el caldo de los pocillos y se realizaron tres lavados con 200 uL de buffer
de fosfatos (PBS) estéril. La placa se dej6 secar y se procedio a tefir con 200 uL
de cristal violeta al 0.01 % durante 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido
el tiempo, se realizaron tres lavados con 200 uL de PBS estéril. Posteriormente,
el cristal violeta fue disuelto con acido acético al 33 % durante 60 min. Finalmente,
se determino la densidad optica a 595 nm en un lector de microplacas Cytation 5

(BIOTek Instruments, Inc).

Para clasificar a los aislamientos segun su capacidad de formar biopeliculas, se
realizé un analisis estadistico de la densidad o6ptica (OD). Se calculé un valor
critico de OD (ODc) sumando el promedio de las OD del blanco mas tres veces
su desviacion estandar. Con base en este resultado, los aislamientos se
clasificaron en cuatro grupos: aquellos con un OD menor que ODc se
consideraron no productores de biopelicula; los que presentaron un OD entre
ODc y 20Dc se clasificaron como productores débiles; los que tuvieron un OD
entre 20Dc y 40Dc se catalogaron como productores moderados; y aquellos con

un OD mayor a 40Dc se consideraron productores fuertes de biopelicula.

5.8 Extraccion de plasmidos

Se realiz6 siguiendo las indicaciones del Monarch Plasmid Miniprep Kit Protocol
(NEW ENGLAND, BioLabs, Inc): Se activaron los aislamientos a evaluar en agar
sangre a 37°C durante 18 h. Después se preparo un indculo en tubos de caldo

Luria Bertani (LB) y se incubaron a 37°C durante 12 — 16 h. Después se obtuvo
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un pellet con 1.5 mL del caldo mediante centrifugacion durante 30 s. Para
resuspender el pellet se anadieron 200 uL del Buffer 1 y posteriormente se
afiadieron 200 uL del Buffer 2 para lisar las células y se dejo incubar durante 1
min. Para neutralizar el lisado y detener la reaccién, se afiadieron 400 pL del
Buffer 3 y se dejé incubar durante 2 min. Se centrifugd por 4 min a 16,000 xg. El
sobrenadante se transfiri6 a la columna y se centrifugé durante 1 min. Se
agregaron 200 uL de Buffer de lavado uno y se centrifugd durante 1 min. Después
se lavd con 400 pL del Buffer de lavado 2 y se centrifugé durante 1 min. La
columna se colocé en un tubo estéril de 1.5 mL, y se agregaron 35 uL del Buffer
de elucion al centro de la columna. Se incubd 1 min, para posteriormente
centrifugar durante 1 min y eluir el DNA. El tubo de 1.5 mL con el eluido se

conservo a -20°C.

5.9 Deteccidén de genes de carbapenemasa en plasmidos

Con el DNA plasmidico se realiz6 una PCR punto final con las mismas
condiciones establecidas anteriormente por (Poirel et al., 2011) para buscar los
genes asociados a resistencia a carbapenémicos encontrados en los

aislamientos.

5.10 Transferencia de genes de resistencia

Se clasificaron las cepas en dos grupos: Cepas donadoras, resistentes a
carbapenémicas, portadoras del gen blanom en plasmido y susceptibles a algun
otro antibidtico. Cepas receptoras, susceptibles a carbapenémicos y resistentes
a otro antibiotico. Se activaron las cepas de ambos grupos por separado en agar
sangre sin antibidticos a 37°C. Posteriormente, los aislamientos se inocularon en
tubos con 2 mL de caldo LB y se dejaron incubando 18 h a 37°C. Después de la
incubacion, los tubos se ajustaron a la escala del tubo 5 de McFarland, y en un
tubo de 1.5 mL se inocularon 500 yL de donante y 500 pyL de receptora; se
centrifugo el tubo a 500 g durante 10 min, descartando 800 L del sobrenadante

y se incubd por 18 h a 37°C.

Posteriormente, se agregaron 800 pL de solucion salina para suspender la

mezcla, y se prepararon diluciones seriadas 1:10 a partir de la solucion madre.
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Se prepararon previamente placas con meropenem a una concentracién de 8
Mg/ml, placas con levofloxacino a una concentracién de 1 pg/ml y placas con
ambos antibiéticos en las mismas concentraciones. Para inocular las placas, se
tomaron 100 pL de cada dilucion y se estriaron en toda la superficie de la placa
con estria cerrada, girandola 60° tres veces. Las placas se incubaron a 37°C

durante 18 h. Al dia siguiente, se reviso el crecimiento de las cepas en las cajas.

5.11 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de susceptibilidad y de produccion de biopelicula fueron
analizados con el programa estadistico GraphPad Prism version 10. Se aplicé el
método de chi-cuadrada para comparar la distribucion de los aislamientos
resistentes y productores de biopelicula con los aislamientos susceptibles y no
productores de biopelicula. Para determinar si las diferencias observadas en los
grupos eran estadisticamente significativas, se utilizé un valor de significancia de
0,05.

5.12 Disposicion de residuos

La disposicion de residuos se realizé con base a lo establecido por: Facultad de
Ciencias Quimicas UANL; Facultad de Medicina UANL. También siguiendo lo
establecido en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Protecciéon ambiental — Salud
ambiental — Residuos peligrosos biologico-infecciosos — Clasificacion y

especificaciones de manejo.
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9. RESULTADOS

6.1 Identificacion de los aislamientos a nivel especie

El 82 % de los aislamientos fueron corroborados como Klebsiella pneumoniae
mediante PCR (77/93). De los cuales, 42 fueron aislamientos del ambiente
hospitalario (78 %, 42/54), y 35 aislamientos clinicos (90 %, 35/39).

6.2 Determinacion del perfil de susceptibilidad

Mas del 50 % de los aislamientos del ambiente hospitalario fueron resistentes a
antibidticos tales como SXT, CTX, CIP y CAZ (Figura 4, inciso a). El 21 % (9/42)
de los aislamientos fueron resistentes a MEM y el 60 % (26/42) fueron
productores de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Figura 5). Ademas,
el 17 % (7/42) de los aislamientos fueron productores de carbapenemasas, segun
el método de inactivaciéon de carbapenémicos y la técnica de CarbaNP (Figura
6).

Por otro lado, en los aislamientos clinicos se observo resistencia superior al 50
% a CTX, CIP, gentamicina (GEN), y aztreonam (ATM) y una resistencia a MEM
del 14 % (5/35) (Figura 4, inciso b). El 74 % (26/35) de los aislamientos fueron
productores de BLEE y el 11 % (4/35) fueron productores de carbapenemasas de
acuerdo con el método de inactivacion de carbapenémicos y la técnica de Carba
NP (Figura 6).
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Figura 4. Perfil de susceptibilidad de aislamientos.

a) Aislamientos del ambiente hospitalario; b) Aislamientos clinicos.

Amikacina (AMK), aztreonam (ATM), ciprofloxacino (CIP), gentamicina (GEN),

imipenem (IMP), levofloxacino (LVX), meropenem (MEM),
piperacilina/tazobactam (TZP), trimetroprim/sulfametoxazol (SXT).
a)  Produccion de BLEE b)  Produccion de pLEE

60%

= Positivo = Negativo = Positivo = Negativo

Figura 5. Produccion de B-lactamasas de espectro extendido en aislamientos.

a) Aislamientos del ambiente hospitalario; b) Aislamientos clinicos.
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Produccion de

carbapenemasas
11%

a)  Produccién de

carbapenemasas
17%

89%

83% = Positivo = Negativo

= Positivo = Negativo
Figura 6. Produccién de carbapenemasas en aislamientos.

a) Aislamientos del ambiente hospitalario; b) Aislamientos clinicos

6.3 Deteccion de los genes blanom, blavim, blamp, blakpc y blaoxaas

En relacidén con los genes que codifican carbapenemasas, se encontré que todos
los aislamientos productores de carbapenemasas portaban el gen blanom. No se
detectaron otros genes de carbapenemasas en los aislamientos analizados
(Tabla 7).

6.4 Produccidén de biopelicula

Veintiséis de los aislamientos del ambiente hospitalario de Klebsiella pneumoniae
(62 %) fueron clasificados como productores débiles de biopelicula, mientras que
veintitrés aislamientos clinicos (66 %) fueron clasificados como productores

moderados de biopelicula (Tabla 6).

Tabla 6. Produccién de biopelicula en aislamientos

a) b)
No productores (n=2),5% (n=0),0%
Productores débiles (n=26), 62 % (n=10), 29 %
Productores moderados (n=13),31% (n=23), 66 %
Productores fuertes n=1),2% (n=2),6%

a) Aislamientos del ambiente hospitalario; b) Aislamientos clinicos
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Tabla 7. Perfil de resistencia aislamientos portadores de NDM

Biopelicul

Antibidticos
a

GEN AMK MEM |IMP | TZP SXT LVX CIP ATM | CXT | CAZ
*916 S R R R R R R R R R R PD
*986 R R R R R R S R I R R PM
*985 R R R R R R S R I R R PM
*968 S S R R R R R R R R R PM
*940 R R R R R R R R R R R PD
*962 R R R R R R S R I R R PD
*981 R R R R R R S R I R R PD
**1907 R R R R R R R R R R R PM
**1908 S S R R R R R R R R R PM
**1955 R R R R R R I R S R R PM
**2260 R R R R R R S R R R R PD

*Aislamientos del ambiente hospitalario, **Aislamientos clinicos, Amikacina (AMK), Aztreonam (ATM), Ceftazidima (CAZ),
Ciprofloxacino (CIP), Cefotaxima (CXT), Gentamicina (GEN), Imipenem (IMP), Levofloxacino (LVX), Meropenem (MEM),
Piperacilina/Tazobactam (TZP), Trimetroprim/Sulfametoxazol (SXT), Resistente (R), Susceptible (S), Productor débil (PD),

Productor moderado (PM).
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6.5 Transferencia de genes de resistencia

Se analizaron las placas de la conjugacion inoculadas con antibiéticos, donde en
las placas de mayor concentracion no hubo crecimiento, a diferencia de las
placas con menor concentracion de antibidéticos donde crecieron colonias
aisladas. Se realizaron de nuevo ensayos de susceptibilidad para identificar las
cepas recuperadas, sin embargo, no se obtuvo evidencia de una conjugacion

exitosa, ya que su perfil de susceptibilidad no cambid.

6.6 Analisis estadistico
Se busco la asociacion entre la produccion de biopelicula y la resistencia a los
antimicrobianos en los aislamientos mediante la prueba de chicuadrada sin

encontrar datos significativos (Tabla 8).

Gentamicina Tazobactam
R

S Total P value R S Total P value
PF 6 | 8 14 PF 12 | 2 14
NP 12 16 28 >0.99 NP | 24 4 28 >0.99
Total | 18 | 24 42 Total | 38 | 6 42
Meropenem Sulfametoxazol/Trimetroprim
R | S Total P value R S Total P value
PF 3 | 11 14 PF 12 | 2 14
NP 6 | 22 28 >0.99 NP | 24 | 4 28 >0.99
Total 9 | 33 42 Total | 36 | 6 42
Imipenem Levofloxacino
R | S Total P value R S Total P value
PF 3 | 11 14 PF 4 110 14
NP 6 | 22 28 >0.99 NP 13 | 15 28 0.3308
Total | 9 | 33 42 Total | 17 | 25 42
Ciprofloxacino Cefotaxima
R | S Total P value R S Total P value
PF 9 | 5 14 PF 9 5 14
NP |20 8 28 00909 a4 28 01926
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Total 29 13 42 Total | 33 | 9 42
Aztreonam Ceftazidima
R | S Total P value R | S Total | P value
PF 4 110 14 PF 5 9 14
NP 15 13 28 0.1905 NP 16 | 12 28 >0.99
Total | 19 | 23 42 Total | 21 | 21 42

Tabla 8. Prueba chi-cuadrada.

Amikacina (AMK), Aztreonam (ATM), Ceftazidima (CAZ), Ciprofloxacino (CIP),
Cefotaxima (CXT), Gentamicina (GEN), Imipenem (IMP), Levofloxacino (LVX),
Meropenem (MEM), Piperacilina/Tazobactam (TZP),
Trimetroprim/Sulfametoxazol (SXT), Resistente (R), Susceptible (S), Productor
fuerte (PF), No Productor (NP).
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10.DISCUSION

Klebsiella pneumoniae se ha destacado como uno de los principales patégenos
a nivel hospitalario, debido a un aumento en las tasas de resistencia atribuido a
su capacidad para portar genes de resistencia (Wyres & Holt, 2018). Ademas, la
correcta identificacion de K. pneumoniae es esencial para un diagnéstico preciso
y una terapia adecuada, ya que esta bacteria pertenece a un complejo de
especies (Lam et al., 2021a). La diferenciacion entre especies del complejo de K.
pneumoniae (KpSC) puede ser complicada debido a la similitud genética entre
ellas, sin embargo, es crucial la distincion para comprender mejor su
epidemiologia y virulencia. Este complejo incluye especies como K.
quasipneumoniae, K. variicola y K. africana las cuales comparten genes de

virulencia y resistencia a antibiéticos (Lam et al., 2021).

En este estudio, se utilizé la técnica de PCR para confirmar la identificacion de K
pheumoniae, con una concordancia del 82 % entre los métodos utilizados, similar
a lo reportado por Barrios y colaboradores (Humberto et al., 2022), quieres
reportaron un 87 % de concordancia. Esto destaca la importancia de una correcta
identificacion en el diagndstico clinico y hospitalario, ya que permite un control de
infecciones y una mejor toma de decisiones en cuanto a tratamientos (Ohama et
al., 2022).

Por otro lado, en este estudio, se observé un incremento en la frecuencia de
cepas resistentes a cefalosporinas en comparacion con estudios previos
(Alcantar-Curiel et al., 2018). Estos hallazgos coinciden con reportes recientes en
México, lo que resalta la necesidad de mantener una vigilancia constante sobre
la resistencia a los antibiéticos en el pais. Esta caracteristica dificulta los
tratamientos, especialmente en pacientes hospitalizados, por lo cual es
fundamental implementar estrategias dentro de los hospitales para controlar el

aumento de las de resistencia.
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Estudios como el de Odoyo y colaboradores (Odoyo et al., 2023) identificaron
altos niveles de resistencia en aislamientos del ambiente hospitalario, con
porcentajes similares a los de este trabajo en resistencia a
trimetroprim/sulfametoxazol (95 %), cefalosporinas de tercera generacion (100
%) y meropenem (22 %). En México, Cureno y colaboradores (Curefio-Diaz et
al., 2021), informaron una menor resistencia a trimetroprim/sulfametoxazol (40
%), aunque sus aislamientos provinieron exclusivamente de ventiladores
mecanicos, lo que contrasta con la variedad de sitios del ambiente hospitalario
recuperados en el presente trabajo. Esto sugiere que la exposicién a diferentes

entornos puede influir en los niveles de resistencia observados.

Los resultados obtenidos también muestran un aumento en la resistencia a
ciprofloxacino, gentamicina y carbapenémicos en comparacion con lo reportado
por Alcantar y colaboradores (Alcantar-Curiel et al., 2018). Este incremento
podria explicarse por la evolucion de la resistencia bacteriana, dado que su
estudio abarco aislamientos entre 1999 y 2002. Sin embargo, la resistencia a
cefotaxima se ha mantenido estable, lo cual es 3esperado, ya que los
aislamientos de este estudio son posteriores al primer reporte de B-lactamasas
de espectro extendido en 1983 (Knothe et al., 1983). Por otra parte, los resultados
obtenidos por Garza-Ramos y colaboradores (Garza-Ramos et al., 2018)
reportaron niveles mas bajos de resistencia en aislamientos comunitarios, lo que
sugiere una menor exposicion a antibiéticos en comparacion con los aislamientos

asociados a la atencion de la salud.

Adicionalmente, los aislamientos clinicos de este estudio mostraron una
produccion de BLEE del 74 %, concordante con el 80 % reportado por Garza-
Gonzalez y colaboradores (Garza-Gonzalez et al., 2021), ambos estudios
realizados en centros hospitalarios dentro de México. Sin embargo, los
aislamientos del ambiente hospitalario en este estudio presentaron una
proporcion superior (60 %) en comparacion con el estudio de Xercavins vy

colaboradores (Xercavins et al., 2020), que reportaron solo un 12.5 % de
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produccion de BLEE. Esta diferencia podria deberse a que los aislamientos del
presente estudio tenian una mayor cercania al area de contacto del paciente,
mientras que en el estudio de Xercavins y colaboradores se recuperaron

aislamientos de areas mas lejanos al paciente.

En relacién con la produccién de carbapenemasas, se detecto entre el 11 % y el
17 % de los aislamientos, coincidiendo con los resultados de Kumar vy
colaboradores (Kumar et al., 2018). No obstante, otros estudios, como el de Liy
colaboradores (Li et al., 2017) informaron hasta un 73 % de produccion en
aislamientos clinicos, lo que sugiere diferencias entre los criterios de seleccion
de aislamientos. A diferencia de otros estudios, en el presente trabajo se

evaluaron tanto a cepas susceptibles como resistentes a carbapenémicos.

Con relacién a la formacion de biopelicula, los resultados de este estudio
mostraron un 23 % de produccidon moderada, superando ligeramente el 18 %
reportado por Bautista y colaboradores (Bautista-Cerdén et al., 2022). Ambas
investigaciones coinciden en la baja incidencia de una fuerte produccion de
biopelicula, lo que sugiere que este factor no es predominante en la virulencia de
las cepas estudiadas, sin embargo, puede contribuir a una mayor resistencia a
los antimicrobianos y a la persistencia en dispositivos médicos (Shadkam et al.,
2021). Las biopeliculas no solo dificultan el tratamiento antimicrobiano, sino que
también permiten intercambio de material genético, incluyendo genes de
resistencia. Lo cual remarca la necesidad de estrategias para prevenir la

formacion de biopelicula en el entorno hospitalario.

La deteccion del gen blanom en el 14 % de los aislamientos coincide con los
informes de la red Invifar, que destacan la presencia de este gen en
enterobacterias dentro del ambiente hospitalario en México (Garza-Gonzalez et
al., 2021), otorgando la capacidad de una diseminacion horizontal a otras cepas,
aumentando el riesgo de brotes hospitalarios de cepas resistentes a

carbapenémicos. Sin embargo, bajo las condiciones estudiadas, no hubo
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evidencia de transferencia de genes de resistencia mediante los ensayos de
conjugacion. Uno de los aspectos criticos fue el uso de concentraciones no
subinhibitorias. Segun estudios previos (Shun-Mei et al., 2018), las
concentraciones de antibidticos como las fluoroquinolonas pueden afectar de
manera significativa la transferencia de genes, estas concentraciones
subinhibitorias no inhiben el crecimiento bacteriano, sino favorecen la
transferencia horizontal de plasmidos de resistencia. Adicionalmente, no se
incluyé rifampicina en las condiciones experimentales. Este antibidtico juega un
papel esencial, ya que tiene un impacto directo tanto en la replicacion como en
la transferencia del ADN de los plasmidos durante la conjugacion (Fenwick &
Curtiss lii, 1973).

Este estudio presenta algunas limitaciones, como el tamafio de la muestra y la
ausencia de secuenciacion genomica, lo que restringe la caracterizacion
completa de los plasmidos y genes de resistencia presentes. Sin embargo, los
resultados obtenidos de elevadas tasas de resistencia, la combinacién de una
alta producciéon de BLEE, la capacidad de formacién de biopeliculas y la
deteccion de genes de resistencia, aportan informacion valiosa sobre la
prevalencia de cepas multirresistentes en la variedad de aislamientos clinicos y
del ambiente hospitalario, un aspecto poco explorado en estudios dentro de
México. Esto subraya la necesidad de implementar métodos de vigilancia
epidemioldgica en la diseminacién de genes de resistencia dentro del ambiente

hospitalario.
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11.CONCLUSIONES

K. pneumoniae presenta elevadas tasas de resistencia a
trimetroprim/sulfametoxazol, ciprofloxacino y cefalosporinas de tercera
generacion tanto en aislamientos ambientales como hospitalarios.

El 60 % de los aislamientos de K. pneumoniae son productores de
BLEE lo cual limita el tratamiento en infecciones causadas por estas
cepas.

La deteccion del gen blanom destaca la importancia de la vigilancia
genomica y epidemioldgica para prevenir brotes de cepas resistentes a
carbapenémicos.

Aunque no se observo transferencia horizontal in vitro, la ubicacion de
este gen en plasmidos representa un riesgo de diseminacién en

ambientes hospitalarios.
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12.PERSPECTIVAS

Determinar la clonalidad entre las cepas del ambiente hospitalario y las
cepas clinicas para establecer la relacion genética entre estos
aislamientos y su diseminacion dentro del hospital, lo que nos permitiria
evaluar la transmision horizontal de genes de resistencia en el entorno
hospitalario.

Realizar la secuenciacion completa de los genomas de los aislamientos
clinicos y del ambiente hospitalario para buscar genes de resistencia
adicionales a los encontrados, incluyendo los relacionados con la
produccion de BLEE.

Determinar la composicion de la matriz de las biopeliculas de los
aislamientos clinicos y del ambiente hospitalario para poder identificar

posibles blancos terapéuticos en la erradicacion de biopeliculas.
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14.APENDICE A
PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO
Agar Mueller-Hinton: Preparar agar MH segun las instrucciones del fabricante.
Caldo Mueller-Hinton: Preparar caldo MH segun las instrucciones del fabricante.
Caldo Soya Tripticasa: Preparar caldo ST segun las instrucciones del fabricante.

Caldo Soya Tripticasa con glicerol al 15 %: Preparar caldo ST segun las

instrucciones del fabricante, con una solucion de glicerol al 15 %.

Caldo BHI con glucosa al 5 %: Preparar caldo BHI segun las instrucciones del

fabricante, con una solucion de glucosa al 5 %.

Gel de agarosa al 2 %: Disolver 2 g de agarosa en 100 mL de TBE 1X

Gel de agarosa al 1 %: Disolver 1 g de agarosa en 50 mL de TBE 1X

Solucién salina al 0.085 %: Disolver 0.9 g de NaCl en 100 mL de agua destilada.
TBE 0.5X: Disolver 50 mL de TBE 10X en 950 mL de agua destilada.

TBE 10X: Disolver 54 g de Tris-base, 27.5 g de acido bdrico, 37.5 mL de agua
destilada, 20 mL de EDTA 500 mM pH 8, y aforar a 500 mL.
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