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1. RESUMEN 

El género Klebsiella es ubicuo, todas las especies son capaces de colonizar el 
ser humano y causar enfermedades, principalmente infecciones nosocomiales. 
K. oxytoca y K. pneumoniae son las especies de mayor importancia clínica, 
responsables de una amplia gama de infecciones y portadoras de muchos genes 
de resistencia a los antibióticos. En K. pneumoniae se han identificado 2 
patotipos: las "cepas clásicas", que causan infecciones intrahospitalarias y que 
comúnmente presentan resistencia a los antibióticos y las “cepas 
hipervirulentas”, que causan infecciones de la comunidad en pacientes sanos y 
jóvenes, y que tienen como principal distintivo un fenotipo hipermucoide.  
En este estudio se determinó la resistencia antimicrobiana en cepas de Klebsiella 
spp. aisladas de diferentes hospitales mexicanos.  
Se recolectaron 75 cepas provenientes de 4 hospitales y de un Laboratorio 
privado de la ciudad de Puebla y México. Se llevó a cabo la identificación del 
género (ViteK-2 y pruebas bioquímicas), determinación del fenotipo 
hipermucoide (prueba de cuerda), determinación del fenotipo BLEE y/o AmpC y 
de la susceptibilidad antimicrobiana (Kirby-Baüer), búsqueda de genes de 
resistencia (PCR y secuenciación), identificación del perfil plasmídico en algunas 
cepas de interés (Kieser) y relación clonal (PFGE- Xba-1). 
Se identificaron 69 cepas de K. pneumoniae y 6 de K. oxytoca. 94.2% (65/69) de 
las cepas de K. pneumoniae fueron resistentes a betalactámicos, 88.4% (61/69) 
a aminoglucósidos, 85.5% (59/69) a tetraciclinas, 81.1% (56/69) a sulfamidas, 
69.5% (48/69) a quinolonas y 26% (18/69) a fenicoles. Mientras que en K. 
oxytoca el 100% de las cepas (6/6) fueron resistentes a betalactámicos y 
aminoglucósidos, 50% (3/6) a tetraciclinas y sulfonamidas, 16.6% (1/6) a 
fenicoles y quinolonas. El 65.2% (43/69) de las cepas de K. pneumoniae fue 
resistente a cefalosporinas de tercera generación, aminoglucósidos y quinolonas 
al mismo tiempo. Se observó en un 69.3% (52/75) de todas las cepas el fenotipo 
BLEE, mientras que el fenotipo AmpC no se observó en ninguna cepa. El gen 
blaSHV se encontró en un 93.3% (69/75) de las cepas; el gen blaTEM en el 80% 
(60/75); el gen blaCTX-M en el 72% (54/75). En 3 cepas de K. oxytoca y 5 de K. 
pneumoniae resistentes a los carbapenémicos se encontró el gen blaVIM, 
identificando la variante blaVIM-23 asociado a un integrón de clase 1 en dos de 
estas cepas. Las cepas del Hospital I.M.S.S. compartieron semejanzas en el 
perfil plasmídico y presentaron similitudes muy cercanas en la relación clonal. 
Nueve cepas tanto de origen hospitalario como de origen comunitario fueron 
positivas para el fenotipo hipermucoide y en ninguna de ellas se identificó al gen 
rmpA como el responsable de la hiperproducción capsular.  
Se encontraron cepas multidrogorresistentes de K. pneumoniae y de K. oxytoca 
causantes de infecciones nosocomiales y portadoras de los genes blaSHV, blaTEM 
y blaCTX-M. En dos cepas se identificó la variante blaVIM-23 posiblemente 
relacionada a un integrón de clase 1. Las cepas de K. pneumoniae del Hospital 
General I.M.S.S. estuvieron estrechamente relacionadas, y tuvieron el mismo 
perfil plasmídico, pudiendo haber sido parte de un brote nosocomial. Las cepas 
hipermucoides aisladas de infecciones comunitarias fueron sensibles a los 
antibióticos, mientras que las de infecciones nosocomiales presentaron 
resistencia antimicrobiana, hallazgo de especial interés por el riesgo que 
representan en el ambiente intrahospitalario. 
Palabras clave: Klebsiella spp., fenotipo de resistencia, cepas hipermucoides. 
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2. INTRODUCCIÓN 

Las especies del género Klebsiella spp. son bacterias oportunistas, que se 

caracterizan por causar infecciones en pacientes inmunocomprometidos 

(Podschun y Ullman, 1998). Las características predisponentes para una 

infección nosocomial causada por este género son: estar en los extremos de 

edad, especialmente neonatos y ancianos; alcoholismo crónico, diabetes 

mellitus, enfermedad cardíaca, renal, pulmonar crónica, neoplásica o estar 

cursando con alguna otra infección (Brisse et al., 2006). Causan severas 

infecciones nosocomiales como: Infecciones del tracto respiratorio, infecciones 

del tracto urinario (ITU), infecciones del torrente sanguíneo, sepsis entre otras 

(Rebekah y Michael, 2018; Shon et al., 2013). Las cepas intrahospitalarias tienen 

la capacidad de diseminarse rápidamente causando brotes nosocomiales, 

especialmente en las unidades neonatales (Brisse et al., 2006), y generalmente 

las infecciones que causan son difíciles de tratar por la alta resistencia 

antimicrobiana que presentan, debido a la selección natural ejercida por el uso 

de antibióticos en la práctica médica. 

2.1.   Resistencia Antimicrobiana e Infecciones Asociadas a la Atención 

de Salud 

Los antibióticos son fundamentales para luchar contra enfermedades del ser 

humano y de los animales; sin embargo, debido a un abuso y mal uso de ellos, 

en los últimos años se han reportado niveles alarmantes de resistencia 

antimicrobiana en países de todo el mundo sin importar su desarrollo, riqueza o 

posición geográfica. Las enfermedades causadas por microorganismos 

resistentes a los antibióticos causan alrededor de 700 000 muertes al año en 

todo el mundo, y se calcula que para el año 2050, si se mantiene la tasa de 

crecimiento podrían causar la muerte de 10 millones de personas (Banco 

Mundial, 2017). Es por esta razón que la OMS y la ONU consideran la 

emergencia de la resistencia antimicrobiana como una crisis de salud mundial 

que pone en riesgo un siglo de avances en materia de salud (Quiñones, 2017; 

OMS, 2016). Enfermedades comunes que anteriormente eran tratadas y 

eliminadas de forma sencilla se han vuelto intratables, y los procedimientos 
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médicos que salvan vidas conllevan mayores riesgos (Interagency Coordination 

Group on Antimicrobial Resistance [IACG], 2019). 

Las Infecciones Asociadas a la Atención de Salud (IAAS) o también llamadas 

nosocomiales o intrahospitalarias, son definidas por la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) como “aquellas infecciones contraídas por un paciente durante 

su tratamiento en el hospital u otro centro sanitario y que dicho paciente no tenía 

ni estaba incubando en el momento de su ingreso, incluyendo también, las 

infecciones que se contraen en el hospital, pero se manifiestan después del alta; 

así como las infecciones ocupacionales del personal del centro sanitario” 

(Allegranzi et al., 2011). Además, el mayor porcentaje de las IAAS son causadas 

por bacterias multidrogo-resistentes, y provocan efectos como son: aumento en 

el tiempo de hospitalización de entre 5.9 y 9.6 días y un incremento en la 

probabilidad de morir hasta en un 6.9%. A pesar de que se conoce que las IAAS 

son el evento desfavorable más frecuente en la atención sanitaria, su verdadera 

frecuencia mundial aún no se conoce con exactitud debido a la dificultad de 

reunir datos (Rodríguez, 2018).  

Ante el escenario cada vez más difícil provocado por la resistencia 

antimicrobiana y el elevado número de IAAS en todo el mundo, en mayo del 2015 

la 68a Asamblea Mundial de la Salud adoptó el plan de acción mundial sobre la 

resistencia a los antibióticos (OMS, 2016) en el que se tomaron medidas y se 

acordaron acciones por parte de todos los países miembros de la OMS; y 

derivado de estas acciones emprendidas para frenar la propagación de 

microorganismos resistentes a los antibióticos, se publicó en el año 2017 la 

primera lista de “patógenos prioritarios resistentes a los antibióticos” (Quiñones, 

2017) sobre los que recae la necesidad de promover la investigación. Se enfatizó 

en tres niveles de prioridad y entre los microorganismos más importantes se 

encuentran: 

• Prioridad 1: CRITICA. -A. baumannii y P. aeruginosa resistente a los 

carbapenémicos, Familia Enterobacteriaceae (entre las que se encuentra 

Klebsiella spp.) resistentes a los carbapenémicos y productoras de 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE). 
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• Prioridad 2: ELEVADA. - S. aureus resistente a la meticilina con sensibilidad 

intermedia y resistente a la vancomicina, H. pilory resistente a la 

claritromicina, Campylobacter spp. resistente a las fluoroquinolonas, entre 

otras  

• Prioridad 3: MEDIA. - S. pneumoniae resistente a la penicilina, H. influenzae 

resistente a la ampicilina y *Shigella spp. resistente a las fluoroquinolonas. 

2.2.  El género Klebsiella y su importancia clínica. 

El género bacteriano Klebsiella es de naturaleza ubicua (Podschun y Ullman, 

1998), pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son microrganismos 

fermentadores, no esporulantes, de forma bacilar, productores de cápsula, no 

móviles y de tinción Gram-negativa (Li et al., 2014). Coloniza un amplio rango de 

hospederos incluyendo: plantas, en las que desempeña un papel como fijadora 

de nitrógeno y promotora del crecimiento; y mamíferos, en los que forma parte 

de la microbiota normal, siendo la mucosa nasofaringe y la gastrointestinal los 

principales sitios de su colonización (Calfee, 2017; Paczosa y Mecsas, 2016).   

El género ha sido modificado y replanteado en más de una ocasión debido a la 

complejidad de sus características y lo diversificado que se encuentra. Continua 

en discusión, pero en consenso son 6 especies y 7 subespecies las que son 

consideradas parte del género: 

• K. pneumoniae (Kp).  

En esta especie actualmente se reconocen dos variantes: las cepas clásicas y 

las cepas hipervirulentas, y tres subespecies: 

o Kp. subsp. pneumoniae  

o Kp. subsp. ozaenae 

o Kp. subsp. rhinoscleromatis 

• K. oxytoca (Ko).  

Esta especie se divide en 7 filogrupos: Ko1, Ko2, Ko3, Ko4, Ko6, Ko7, Ko8.  

• K. varicola (Kv). 

o Kv. subsp. varicola 

o Kv. subsp. tropicalensis 

• K. quasipneumoniae (Kq). 

o Kq. subsp. quasipneumoniae 
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o Kq. subsp. similipneumoniae 

• K. granulomatis 

• K. michiganensis  

Todas las especies del género son capaces de causar algún tipo de infección en 

el ser humano; sin embargo, las especies de mayor importancia clínica por el 

número de infecciones que causan y su resistencia intrínseca a muchos 

antibióticos, son K. oxytoca y K. pneumoniae. Esta segunda especie se 

encuentra incluida en el grupo ESKAPE (Denkovskienė et al., 2019), que engloba 

a patógenos nosocomiales en los que se ha presentado un alza importante en 

los reportes de resistencia a los antimicrobianos en los últimos años y que 

suponen un riesgo potencial para la salud humana en el futuro ante un escenario 

complicado que se ha nombrado como “la era post-antibiótica”, en la que no 

habrá opciones de tratamiento para infecciones que hoy en día son fáciles de 

tratar (Broberg et al., 2014). 

2.2.1.  Klebsiella pneumoniae clásica (cKP) 

Es la especie del género que causa más infecciones y por lo tanto la más 

estudiada. En muchos reportes de vigilancia epidemiológica de IAAS alrededor 

del mundo, esta bacteria está ubicada como el segundo agente causal más 

frecuente de ITU (Lorente et al., 2005; Mazzariol et al., 2017) y se encuentra 

dentro de las primeras 5 causas más frecuentes de neumonía, bacteriemia, 

infección de sitio quirúrgico, infección de tejidos blandos e infección asociada a 

dispositivos (catéter, ventilador, sonda, etc.)  (Magill et al., 2014; Laupland et al, 

2007; Podschun y Ullman, 1998; Chetcuti et al., 2014; Red Hospitalaria de 

Vigilancia Epidemiológica [RHOVE], 2017). En cuanto a los estudios de vigilancia 

epidemiológica que se llevan a cabo en México, en el informe de la RHOVE del 

año 2015, se colocó a K. pneumoniae como el tercer agente etiológico causante 

de IAAS en el país, y se reporta una tendencia ascendente en los últimos 5 años; 

siendo el segundo microorganismo más aislado en unidades de terapia intensiva 

pediátrica y el más aislado en unidades de terapia intensiva neonatal (RHOVE, 

2017).  
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2.2.2. Cepas hipervirulentas de K. pneumoniae (hvKP) 

A mediados de los años 80´s se reportaron por primera vez en Taiwán 

infecciones por K. pneumoniae de características nunca antes vistas. Los 

afectados eran pacientes jóvenes sin antecedentes de enfermedad, las 

infecciones causadas eran del tipo sistémicas (meningitis, absceso hepático, 

endoftalmitis) y regularmente se diseminaba a otras regiones del cuerpo; 

además, estas cepas presentaban una notable sensibilidad a los antibióticos 

acompañado de una exacerbada producción de cápsula que le confería un 

fenotipo hipermucoide en placas de agar. Este tipo de cepas comenzaron a ser 

reportadas como K. pneumoniae hipervirulenta (hvKP) (Catalán et al., 2017; 

Fazili et al., 2016; Struve et al., 2015).  El fenotipo hipermucoide generalmente 

está determinado por "la prueba de cuerda". La prueba de cuerda es positiva 

cuando se forma una cuerda viscosa > 5 mm de longitud estirando colonias 

bacterianas crecidas en una placa de agar (Fang et al., 2004). La producción de 

capsula es el factor de patogenicidad más importante de K. pneumoniae ya que 

le ayuda a evadir la respuesta inmune. En las cepas hipervirulentas se ha 

observado, que cuentan con genes que exacerban los niveles de producción 

capsular, el gen responsable del fenotipo mucoide o rmpA por sus siglas en 

inglés, es uno de ellos y codifica para un activador transcripcional del cluster de 

genes que se encargan de sintetizar la cápsula y es acarreado en un plásmido 

que cuenta con otros genes que podrían estar implicados en la hipervirulencia 

(Paczosa y Mecsas, 2016; Li et al., 2014). Aunque se han notificado varios casos 

de hvKP en Europa y América, la propagación epidémica se produjo 

principalmente en países asiáticos, incluidos Taiwán, China, Corea del Sur e 

Irán. 

2.2.3.  Klebsiella oxytoca 

A diferencia de K. pneumoniae, K. oxytoca no figura dentro de los primeros 

agentes causales de IAAS, se ha calculado que la relación de las infecciones 

que causan estas especies es de 4 a 1 (Brisse et al., 2006), respectivamente. 

Los estudios de vigilancia epidemiológica llevados a cabo en México por la 

Dirección General de Epidemiologia en su informe del año 2015 (RHOVE, 2017) 

coloca a K. oxytoca como el agente etiológico número 17 causante de IAAS, 
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estando presente en infecciones como neumonías, bacteriemia, ITU, infección 

de sitio quirúrgico e infección de tejidos blandos.  De igual forma las tasas de 

resistencia en esta bacteria se han visto incrementadas y recientemente se 

demostró que K. oxytoca es el agente causal de la colitis hemorrágica asociada 

a antibióticos (AAHC), en la que se genera un desequilibrio en la microbiota 

intestinal después de la administración de antibióticos, que es aprovechada 

por K. oxytoca para desatar su potencial patogénico haciendo uso de 

citotoxinas (Herzog et al., 2014; Darby et al., 2014). 

2.3.  Mecanismos de Resistencia antimicrobiana en Klebsiella spp.  

Las especies del género Klebsiella son un reservorio de genes de resistencia 

antimicrobiana, que pueden propagarse a otras bacterias Gram-negativas. 

Muchos de los genes de resistencia antimicrobiana que ahora se encuentran 

comúnmente en organismos resistentes a múltiples antibióticos se describieron 

por primera vez en Klebsiella spp. (Bengoechea y Sa Pessoa, 2019). De igual 

forma se ha demostrado que K. pneumoniae y K. oxytoca comparten genes de 

resistencia antimicrobiana a través de transferencia horizontal para facilitar su 

adaptación a nuevos entornos (Moradigaravand et al., 2017). En el 2018 más de 

la tercera parte de los aislados de K. pneumoniae reportados a la Red Europea 

de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (EARS-Net) (European 

Center for Disease Prevention and Control [EARS], 2018) fueron resistentes a al 

menos una familia de antimicrobianos, siendo la resistencia combinada a las 

cefalosporinas de tercera generación, a aminoglucósidos y a fluoroquinolonas el 

fenotipo más común.  

Las enterobacterias cuentan con diversas estrategias para llevar a cabo la 

resistencia a los antimicrobianos y estos están basados, en uno o varios de los 

siguientes mecanismos que pueden coexistir en la misma bacteria (Medina, 

2011): 

Inactivación Enzimática: La inactivación se produce por la producción de 

enzimas codificadas por genes cromosómicos o extracromosómicos que alteran 

la estructura química del antimicrobiano.  
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Modificación de las moléculas diana: Estas modificaciones normalmente se 

deben a mutaciones que alteran el sitio de unión de los antimicrobianos, 

impidiendo así su actividad.  

Disminución de la permeabilidad celular: Este mecanismo provoca la 

disminución de la entrada del antimicrobiano, causada por modificaciones en el 

patrón de la expresión de porinas resultado del estrés inducido por la presencia 

de los antibióticos que termina por activar reguladores transcripcionales y post-

transcripcionales que generan una disminución en la expresión de las porinas de 

la pared celular o una alteración en la afinidad química de estas, y un aumento 

en la expresión de proteínas de membrana especializadas (bombas de eflujo) 

que disminuyen la entrada del antimicrobiano (Masi et al., 2019). Puede afectar 

a muchas clases de antimicrobianos simultáneamente, como, por ejemplo, 

producir una resistencia múltiple tanto a agentes hidrofílicos, como a los 

compuestos que comparten alguna estructura en particular.  

Expulsión de agentes antimicrobianos: La expulsión se realiza mediante 

transportadores o bombas de expulsión activas ubicadas en la membrana interna 

de los microorganismos que impiden que el antimicrobiano se acumule en el 

interior de la célula sacándolo fuera de ésta.  

2.3.1.  Resistencia a Betalactámicos 

Los betalactámicos son antibióticos bacteriolíticos que contienen un anillo 

betalactámico en su estructura y que actúan inhibiendo la síntesis de la barrera 

de peptidoglucanos de la pared celular. Las estrategias implicadas en la 

resistencia a betalactámicos por parte de enterobacterias incluyen: la 

disminución de la permeabilidad celular y la expulsión activa; sin embargo, la 

hidrólisis de betalactámicos por medio de enzimas es el mecanismo de 

resistencia más común. Esto puede ser llevado a cabo por los siguientes 

mecanismos: β-lactamasas tipo AMP-C, BLEE´s y Carbapenemasas. 

• Las betalactamasas tipo AMP-C son enzimas que según la clasificación 

estructural de Ambler están dentro de las serin-betalactamasas y de acuerdo 

con la clasificación funcional de Bush pertenecen al Grupo 1 (Ambler, 1980; 

Bush y Jacoby, 2010). Estas β-lactamasas se caracterizan por ser resistentes 
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a inhibidores, ser activas sobre aztreonam, cefamicinas y cefalosporinas de 

primera, segunda generación y en menor medida a cefalosporinas de tercera 

generación. 

• Las BLEE´s son el mecanismo de resistencia más común en el género 

Klebsiella. Estas enzimas se encuentran dentro del grupo 2 que contiene las 

serin betalactamasas, y según la actual clasificación funcional de Bush, 

pueden ser inhibidas por ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam (Bush y 

Jacoby, 2010; Philippon y Arlet, 1994). Las BLEE´s más comunes son TEM, 

SHV, CTX-M y OXA, las cuales hidrolizan penicilinas, cefalosporinas de 

primera y tercera generación, monobactámicos, y algunas variantes llegan a 

hidrolizar carbapenémicos; este tipo de enzimas han sido reportadas en 

todas las especies del género Klebsiella (Iredell et al., 2016). 

• Las β-lactamasas tipo carbapenemasa se han asociado a elementos 

genéticos móviles. Estas enzimas presentan la capacidad de hidrolizar 

carbapenémicos y a la mayoría o a todos los antibióticos betalactámicos 

existentes. Según la clasificación funcional, se encuentran en el grupo 2 y 3 

(Bush y Jacoby, 2010). Las carbapenemasas se dividen en tres grupos:  

o Carbapenemasas clase A; son enzimas que contienen una serina en 

el sitio activo. El primer caso de una cepa de K. pneumoniae que 

expresó una carbapenemasa se identificó en Carolina del Norte en 

1996, dando origen a la carbapenemasa conocida como blaKPC.  

o Metalo-β-lactamasas (MBL): este grupo se caracteriza porque el 

mecanismo hidrolítico depende de la interacción con iones zinc. 

Algunas enzimas de este tipo como blaVIM se encuentran ampliamente 

distribuidas en K. pneumoniae. (Boyle et. al., 2010), y otras como 

blaNDM-1 se describieron por primera vez en esta bacteria. 

o Oxacilinasas: Las oxacilinasas presentan una gran capacidad 

hidrolítica contra carbapenémicos, pero además afectan oxacilinas. No 

son inhibidas por ácido clavulánico ni quelantes como EDTA (Laupland 

et al., 2007) lo que complica su confirmación desde el laboratorio. 

blaOXA-48 se ha diseminado ampliamente en K. pneumoniae.  
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2.3.2.  Resistencia a fluoroquinolonas 

Las fluoroquinolonas actúan inhibiendo la topoisomerasa II (ADN- girasa) o 

topoisomerasa IV, enzimas necesarias en los procesos de replicación, 

recombinación y transcripción del ADN. Las quinolonas deben penetrar a través 

de la membrana bacteriana y alcanzar su diana celular, para ejercer su efecto 

citotóxico e inducir la muerte de la célula. Por ello, los mecanismos de resistencia 

a las fluoroquinolonas se pueden manifestar de forma aislada o en combinación 

e incluyen: 

Modificación del sitio blanco: Constituyen el principal mecanismo de adquisición 

de resistencia a fluoroquinolonas en enterobacterias. Entre estas se encuentran 

mutaciones cromosómicas y la captación de genes de transferencia plasmídica. 

La resistencia codificada en el cromosoma ocurre por mutaciones en la región 

QRDRs (del inglés “quinolone resistance-determining regions”) de los genes 

blancos (gyrA y gyrB, que codifican la subunidad A y B de la ADN girasa, 

respectivamente y parC y parE que codifican la subunidad A y B de la 

topoisomerase IV, respectivamente) (Cavaco et. al., 2009). Por otra parte, la 

resistencia a quinolonas mediada por plásmidos es debida a genes qnr (qnrA, B 

and S), los cuales codifican para una proteína denominada Qnr que actúa 

uniéndose y protegiendo a la girasa y a la topoisomerasa IV de la acción de las 

quinolonas, estos genes han sido identificados en diferentes especies de 

enterobacterias, siendo originalmente reportada en un aislamiento clínico de K. 

pneumoniae, en USA en 1998 (Fabrega et al., 2009; García et al., 2018). 

Inactivación enzimática: La variante cr de aac(6´)-Ib codifica una enzima 

aminoglucósido acetiltransferasa, que confiere sensibilidad reducida a 

ciprofloxacina por una N-acetilación de sus amino piperacilina (García et al., 

2018).  

Alteraciones en la permeabilidad y expulsión de antimicrobianos: Este tipo de 

resistencia se debe a la sobreexpresión de bombas de eflujo o las alteraciones 

de porinas y a la codificación plasmídica de bombas de expulsión activas QepA 

y OqxAB que causan un aumento moderado en el nivel de resistencia a 

norfloxacina y ciprofloxacina, y no afecta de forma significativa al ácido nalidíxico, 

ni al resto de fluoroquinolonas (Robicsek et al., 2006). 
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2.3.3.  Resistencia a aminoglucósidos 

Los aminoglucósidos son antibióticos de estructura heterocíclica, bactericidas de 

amplio espectro, que actúan sobre las bacterias inhibiendo la correcta síntesis 

proteica. La resistencia a los aminoglucósidos puede ser debida a tres 

mecanismos distintos: disminución de la acumulación intracelular, alteraciones 

de la diana, y a la inactivación enzimática del antibiótico llevada a cabo por 

enzimas modificadoras de los aminoglucósidos (EMAG). 

Las EMAG son el mecanismo más frecuente que confiere resistencia a los 

aminoglucósidos. La modificación de un aminoglucósido por parte de estas 

enzimas provoca que su fijación al RNA 16S se vea afectada y de esta forma 

pierda su actividad. Los genes que las codifican suelen encontrarse en plásmidos 

y transposones. (Krauze et al., 2016; Grünbaum, 2011). Existen más de 50 tipos 

diferentes de EMAG, que se pueden agrupar en tres tipos, según la reacción que 

catalizan: 

• N-acetiltransferasas: catalizan una acetilación, transfiriendo un grupo 

acetato desde la AcetilCoenzima A a un grupo amino del aminoglucósido. 

• O-fosfotransferasas: Catalizan una fosforilación, transfiriendo un grupo 

fosfato desde un ATP a un grupo hidroxilo del aminoglucósido.  

• O-nucleotidiltransferasas: Transfieren un nucleótido monofosfato desde 

un nucleótido trifosfato a un grupo hidroxilo del aminoglucósido. 

2.3.4. Resistencia en cepas hvKP  

La prevalencia de resistencia a los antibióticos en los aislados de hvKP es rara 

en comparación con la alta prevalencia de los aislados de cKP resistentes a los 

antibióticos (Paczosa y Mecsas, 2016; Lee et al., 2017). A excepción de la 

resistencia intrínseca a la ampicilina, la mayoría de las cepas de hvKP rara vez 

son resistentes a los antibióticos y generalmente son susceptibles a los fármacos 

antimicrobianos de uso común (Paczosa y Mecsas, 2016). Sin embargo, con la 

difusión global de elementos genéticos móviles que albergan varios genes de 

resistencia a los antibióticos, algunos aislados de hvKP resistentes a los 

antimicrobianos han emergido en los últimos años (Zhang et al., 2016) 

principalmente en los países con una difusión epidémica de hvKP. Es por esta 
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razón que el manejo de las infecciones por hvKP resistente a los antimicrobianos 

se ha hecho más difícil, llegándose a encontrar cepas resistentes a los 

carbapenémicos.  La razón de la baja prevalencia de resistencia a los antibióticos 

en las cepas de hvKP sigue sin estar clara; sin embargo, la posibilidad de que 

hvKP adquiera más genes de resistencia a los antibióticos en los próximos años 

es latente. La confluencia de hipervirulencia y multidrogorresistencia en hvKP 

tiene el potencial de crear un escenario complicado, que podría aumentar las 

tasas de morbilidad y mortalidad en gran medida por este tipo de infecciones y 

las dificultades para manejarlas podrían hacer de esta variedad la próxima 

"superbacteria" mundial en espera.
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3. ANTECEDENTES 

3.1. Antecedentes generales 

A nivel internacional se han reportado múltiples estudios de vigilancia 

epidemiológica en el género Klebsiella que han logrado identificar la prevalencia 

de los mecanismos de resistencia antimicrobiana, así como dilucidar las 

características que presentan las cepas en diferentes partes del mundo. En el 

trabajo realizado por Dortet et al. (2017) llevado a cabo en Francia se analizaron 

las tendencias de la producción de carbapenemasas en enterobacterias, 

encontrando que la enzima responsable de esta resistencia identificada en un 

mayor porcentaje fue OXA-48-like (85.6%) en primer lugar, NDM (8.5%) en 

segundo lugar y VIM (2.7%) en tercero; la especie que más se reportó como 

productora de carbapenemasa fue K. pneumoniae y el género que ocupo el 

primer lugar en el total de los aislados resistentes a carbapenémicos fue 

Klebsiella spp. seguido de Enterobacter spp. Los autores hacen especial énfasis 

en la implementación de un sistema que permita detectar pacientes en riesgo 

para identificar a los portadores de enterobacterias productoras de 

carbapenemasas y para poder implementar medidas de higiene estrictas y un 

tratamiento específico con antibióticos efectivos para prevenir y controlar los 

brotes nosocomiales.  

En otro estudio realizado por Guo et al., (2017) se analizaron 369 cepas 

provenientes de infecciones invasivas causadas por K. pneumoniae en pacientes 

de un hospital chino en busca de cepas hipermucoides. El 22.8% (84) de estos 

aislados dio positivo para el fenotipo hipermucoide y los principales tipos de 

infecciones invasivas de las que se aislaron fueron: absceso hepático primario 

con un 44% (37), bacteriemia con 25% (21) e infecciones abdominales con 

14.8% (13). El serotipo principal que se encontró fue el de K1 con un 23.8% 

(20/84) y K2 con un 42.9% (36/84). Se encontraron 4 cepas hipermucoides 

resistentes a los carbapenémicos y en general los aislados hipermucoides fueron 

más susceptibles a los agentes antimicrobianos usados clínicamente con 

frecuencia en comparación con los aislados que no eran hipermucoides. Los 

genes de virulencia: receptor de aerobactina férrica (iutA), proteína de adhesión 

fimbrial (mrkD), sideróforo aerobactina (aerobactin), receptor de hierro 
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transmembranal (iroN) y el gen responsable del fenotipo mucoide A (rmpA) que 

están asociados a la hipervirulencia en K. pneumoniae fueron identificados 

principalmente en los aislados hipermucoides y no en las cepas no 

hipermucoides. ST23 fue la secuencia tipo más prevalente con un 27.1% (19/70), 

seguido de ST65 con un 25.7% (18/70). La homología de los 84 aislados 

hipermucoides fue diversa, no teniendo un origen clonal en común. El 95.2% de 

los aislados hipermucoides de este estudio fueron positivos para el gen rmpA, 

mientras que el 41.1% de los aislados no hipermucoides también fueron positivos 

para el gen rmpA. La importancia de este estudio recae en el hecho de haber 

sido llevado a cabo en uno de los países en donde se desarrolló un brote 

epidémico de las cepas hipermucoides, con un amplio número de cepas y con 

una comparación de cepas hipermucoides con no hipermucoides causantes de 

infecciones invasivas.  

En otro estudio llevado a cabo por Imai et al,. (2019) en Japón se compararon 

las características clínicas de las infecciones del torrente sanguíneo causadas 

por tres especies del género Klebsiella (K. pneumoniae, K. variicola y K. 

quasipneumoniae). De un total de 119 cepas inicialmente identificadas como K. 

pneumoniae se identificaron 21 (17.7%) como K. variicola y 11 (9.2%) como K. 

quasipneumoniae y 87 (73.1%) se mantuvieron como parte de la especie K. 

pneumoniae. Un 21% (25/119) de los aislados fue positivo para el fenotipo 

hipermucoide, identificando dos en la especie K. variicola y uno en la especie K. 

quasipneumoniae. De los 7 genes de virulencia que se buscaron, el gen 

responsable del fenotipo mucoide A (rmpA) y el gen receptor de aerobactina 

férrica (iutA) solo se encontraron en las cepas de K. pneumoniae, mientras que 

los genes:  gen participante en la biosíntesis del sideróforo yersiniabactina (ybtS), 

gen participante en la biosíntesis del sideróforo enterobactina (entB), gen 

mediador de la absorción de hierro férrico (kfu), gen asociado al metabolismo de 

la alantoína (allS) y el gen de la adhesina fimbrial tipo 3 (mrkD) se encontraron 

en diversas proporciones sin cambios significativos. Se identificaron 3 cepas con 

el fenotipo BLEE, dos de K. pneumoniae y una de la especie K. variicola. En este 

estudio se evidenciaron las características fenotípicas y la prevalencia de genes 

de virulencia entre las tres especies estudiadas, ya que en muchas ocasiones se 
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subestima el potencial patogénico de las especies: K. variicola y K. 

quasipneumoniae. 

En México se han realizado algunos estudios en los últimos años que nos 

permiten conocer el panorama de las tendencias de resistencia y las 

características de las infecciones causadas por el género Klebsiella. Uno de ellos 

es el trabajo realizado por Garza-González  et al. (2019), en el cual se evaluaron 

las tasas de resistencia a los antimicrobianos en patógenos bacterianos de 

importancia epidemiológica de 47 hospitales mexicanos. En el estudio se 

incluyeron un total de 22,943 cepas. Se detectó una resistencia a los 

carbapenémicos de <3% en las cepas de E. coli, del 12.5% en las cepas de K. 

pneumoniae y Enterobacter spp. y del 40% en las cepas de P. aeruginosa. Los 

géneros que presentaron la mayor resistencia a múltiples fármacos y en los que 

se identificó un mayor número de cepas multidrogorresistentes fueron en primer 

lugar Acinetobacter spp. con un 53%, seguido de Klebsiella spp. con un 22.6%. 

Se evidenció que el segundo grupo de patógenos más aislado fue el del género 

Klebsiella, solo por detrás de Escherichia coli; con un total de 3,334 cepas. 

Concluyeron que la resistencia a múltiples fármacos de Acinetobacter spp., 

Klebsiella spp. y E. coli; y la resistencia a carbapenémicos en grupos específicos 

de enterobacterias merecen especial atención en México para tomar medidas 

que ayuden a frenar la resistencia antimicrobiana.  

En otro estudio llevado a cabo en México, realizado por Garza-Ramos et al. 

(2018), se estudiaron 39 cepas de Klebsiella spp. aisladas de infecciones de la 

comunidad. 36 aislados correspondieron a la especie K. pneumoniae, 1 a la 

especie K. varicola, 1 a la especie K. quasipneumoniae y 1 a la especie K. 

quasivaricola. Las cepas fueron resistentes a múltiples fármacos y solo el 10.2% 

(4) presentó el fenotipo BLEE; identificando en estas mismas cepas la enzima 

CTXM-15 como la responsable del fenotipo. El pulsotipo de la mayoría de los 

aislamientos de pacientes ambulatorios no estaban relacionados, solamente en 

los aislados de K. penumoniae, se encontraron 3 grupos clonales, cada grupo 

relacionado al hospital de donde se aislaron. El 89.7% se identificó como 

productor de biofilm y el 17.9% presentó fenotipo hipermucoide. El serotipo más 

prevalente fue el K2 seguido de K4 y K5. Las secuencias tipo identificadas fueron 

heterogéneas y se encontraron 5 ST nuevas. Entre los genes de virulencia más 
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encontrados se encuentran fimH (gen participante en la regulación de la longitud 

y la mediación de la adhesión de las fimbrias tipo 1), entB (gen participante en la 

biosíntesis del sideróforo enterobactina), ureA (gen que codifica para la 

subunidad de ureasa gamma) y en solo una cepa hipermucoide se encontró el 

gen rmpA (gen responsable del fenotipo mucoide A). En este estudio se buscó 

una correlación estadística de los perfiles de resistencia, del fenotipo 

hipermucoide y de la producción de biofilm; y de los genes de resistencia y 

virulencia encontrados con respecto a las secuencias tipo y la relación clonal de 

cuatro especies diferentes del género Klebsiella; encontrando características 

compartidas, pero no una diferencia significativa entre cepas hipervirulentas y no 

virulentas. Los autores destacan que la característica más importante que 

comparten las especies del género Klebsiella es la facilidad que tienen para 

causar múltiples infecciones en el ser humano además de obtener genes de 

resistencia antimicrobiana con mucha facilidad a través de transferencia genética 

horizontal haciendo uso de integrones, transposones y plásmidos.  

3.2. Antecedentes específicos  

En el Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la comunidad (LMHyC) 

anteriormente se trabajó con cepas de K. pneumoniae causantes de infecciones 

intrahospitalarias y aisladas de diferentes hospitales mexicanos. En estos 

estudios se determinaron los genes involucrados en la resistencia a los 

antimicrobianos, así como el perfil plasmídico y la relación clonal que comparten 

algunas de estas cepas.  

En el estudio realizado por Efraín Ortega Domínguez (2009) como trabajo de 

maestría en el posgrado en Microbiología del Centro de Investigaciones en 

Ciencias Microbiológicas (CICM) del Instituto de Ciencias (ICUAP) se buscaron 

cepas de Klebsiella spp. productoras de BLEE en aislados de infecciones 

intrahospitalarias provenientes del Hospital para el Niño Poblano, Hospital 20 de 

noviembre y del Hospital de la mujer. Se encontró que el 76% de las cepas fueron 

multidrogorresistentes, el 58.3% fueron productoras de BLEE y la mayoría 

presenta hasta 3 diferentes genes que codifican para BLEE. Un dato relevante 

es que las cepas provenientes del Hospital 20 de noviembre presentaron un alto 

porcentaje de cepas con fenotipo hipermucoide. 
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En otro estudio realizado por Gabriel Abraham González Jiménez como trabajo 

de maestría en el posgrado en Microbiología del CICM del ICUAP se identificaron 

los genes relacionados con la resistencia a los betalactámicos, quinolonas y 

aminoglucósidos; y se estableció la relación filogenética de cepas de K. 

pneumoniae causantes de sepsis neonatal en la Unidad de Cuidados Intensivos 

del Hospital San Alejandro del IMSS de Puebla. Se detectó un brote en el que 

se vieron involucradas 24 cepas. En el 100% de las cepas se encontró el gen 

oxa1, en el 97.2% el gen aac(3)-lla, en el 83.3% el gen aac(6´)lb-cr,  en el 86.1% 

el gen qnrB. Se identificó la secuencia tipo 1398. 
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4.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es considerada por la OMS como 

un problema de salud mundial, provocando que los sistemas de salud pública de 

todo el mundo se vean amenazados por la falta de opciones de tratamiento para 

muchas infecciones que anteriormente eran tratadas y eliminadas de forma 

sencilla. Los pacientes que adquieren infecciones causadas por bacterias 

resistentes a los antimicrobianos se ven directamente afectados debido a la 

incertidumbre ante el diagnóstico, la elevación de los costos del tratamiento y el 

aumento en el tiempo de hospitalización, sumado al riesgo para la vida que 

supone contraer infecciones de este tipo.  

El género Klebsiella siempre ha estado relacionado a la salud humana y en los 

últimos años ha tomado un papel principal como causante de IAAS, destacando 

en nivel de importancia: las cepas clásicas multidrogorresistentes de K. 

pneumoniae (cKP), las cepas hipervirulentas de K. pneumoniae (hvKP) y las 

cepas multidrogorresistentes de K. oxytoca, debido al número creciente de 

infecciones que causan anualmente y a la dificultad que conlleva su tratamiento. 

En México, el número de reportes de cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca 

resistentes a los antimicrobianos y causantes de brotes intrahospitalarios ha ido 

en aumento, manteniendo una tendencia ascendente desde los últimos 5 años, 

crecimiento que se ha dado a la par de las tendencias mundiales. Por otra parte, 

existen pocos reportes en México sobre las cepas hvKP a diferencia de muchos 

países occidentales en los que comienza a reportarse un alto número de este 

tipo de cepas, además de ser pocas las investigaciones que han abordado este 

tema en los centros de investigación del país
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5.  JUSTIFICACION  

En México, como es de esperar por las tendencias mundiales, el número de 

reportes por cepas cKP resistentes a antibióticos ha ido en aumento y por otro 

lado no existen reportes de cepas hvKP aisladas de infecciones nosocomiales, 

además, de ser muy pocos los estudios que han abordado este tema en los 

centros de investigación del país. El presente estudio tuvo como finalidad 

conocer y caracterizar los mecanismos de resistencia a los antibióticos en cepas 

de Klebsiella spp. aisladas de diferentes hospitales mexicanos; así como 

identificar las tendencias de resistencia a los antimicrobianos, ver la relación que 

comparten diferentes especies del género en cuanto a resistencia, reportar 

posibles aislamientos de cepas hvKP sensibles o resistentes a los 

antimicrobianos y aportar información acerca del fenotipo hipermucoide.   
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6.  OBJETIVOS 

 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

Determinar fenotípica y molecularmente la resistencia antimicrobiana en cepas 

de Klebsiella spp. aisladas de la comunidad y de diferentes hospitales 

mexicanos.  

 

6.2.  OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Ratificar el género de las cepas de Klebsiella.  

2. Determinar el fenotipo de resistencia.  

3. Determinar el fenotipo BLEE y/o AmpC. 

4. Identificar los genes involucrados en la resistencia a betalactámicos. 

5. Determinar el perfil plasmídico de algunas cepas de interés. 

6. Determinar la relación clonal de algunas cepas de interés.   

7. Determinar el fenotipo de hiperviscosidad. 

8. Determinar en las cepas con fenotipo de hiperviscosidad el gen rmpA.
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7.  MATERIAL Y METODOS 

7.1. Hipótesis científica 

La resistencia antimicrobiana en las cepas del género Klebsiella aisladas de 

infecciones nosocomiales y de la comunidad en los Hospitales Mexicanos de 

este estudio, es más alta que la reportada en estudios de vigilancia 

epidemiológica realizados en otros hospitales mexicano. Resistencia 

especialmente hacia cefalosporinas de tercera generación y aminoglucósidos, 

con una ligera tendencia al alta, a los carbapenémicos, siendo mecanismos de 

resistencia compartidos a través de elementos genéticos móviles en su mayoría. 

Se encontrarán cepas hipervirulentas e hipermucoides que no sean sensibles a 

los antimicrobianos. 

7.2. Diseño del estudio 

Estudio descriptivo observacional, multicéntrico, transversal, ambispectivo. La 

captura de información se realizará de forma ambilectiva y el tipo de población 

será heterodémica. 

7.3. Ubicación Espacio-Temporal 

El estudio se llevará a cabo en el Centro de Investigación en Ciencias 

Microbiológicas del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autónoma 

de Puebla dentro del período de agosto de 2017 a mayo de 2020. 

7.4. Muestreo 

7.4.1. Definición de la Unidad de Población    

La población fuente de este estudio corresponde a las cepas de Klebsiella spp. 

aisladas y recolectadas de los Hospitales: Hospital General I.S.S.S.T.E. de 

Puebla, I.S.S.S.T.E.P., Hospital para el Niño Poblano, Hospital General Regional 

No.72 I.M.S.S y el laboratorio clínico privado “Los Ángeles” de la Ciudad de 

Puebla; dentro del periodo de enero del 2017 a diciembre del 2019. 
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7.4.2. Selección de la muestra  

En este trabajo se estudiarán las cepas de Klebsiella spp., que cuenten con un 

informe de resistencia a los antimicrobianos generado por el sistema 

semiautomatizado Vitek2.  

7.4.3. Criterios de selección de las unidades de muestreo  

Criterio de inclusión: Cepas del género Klebsiella aisladas de infecciones 

intrahospitalarias o adquiridas en la comunidad, recuperadas de cualquier tipo 

de muestra, sin importar el servicio hospitalario, edad o sexo del paciente. 

Criterio de exclusión: Cepas causantes de infecciones intrahospitalarias o 

adquiridas en la comunidad que no pertenecieran al género Klebsiella.  

Criterios de eliminación: Cepas en las que no se ratificó su pertenencia al género 

Klebsiella o que estaban contaminadas y no se logró separarlas, las cepas que 

tenían reporte de sensibilidad a los antimicrobianos y las cepas que no contaban 

con fenotipo hipermucoide.  

7.4.4. Diseño y tipo de muestreo 

Se utilizó el tipo de muestreo determinístico por conveniencia del investigador 

para seleccionar cepas solo dentro del periodo de agosto de 2017 a diciembre 

de 2019. 

7.4.5. Tamaño de la muestra 

El tamaño de la muestra fue conveniente al investigador, para el estudio de las 

cepas de los hospitales seleccionados en los que se aprobó la colaboración 

7.5. Definición de las variables y escalas de medición 

Variables independientes: Cepas causantes de infecciones intrahospitalarias y 

de la comunidad, aisladas de diferentes servicios, en diferentes fechas, de 

diferentes orígenes de la muestra y de pacientes de sexo y edad indistintos; en 

las que el informe clínico reporte identificación del género Klebsiella spp. y 

posible resistencia a los antimicrobianos. 
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Variables dependientes: Resultados de la identificación bioquímica, variaciones 

en el perfil de resistencia antimicrobiana, en la presencia del fenotipo BLEE, 

AmpC e hipermucoide, en la presencia de genes y el perfil plasmídico de las 

cepas de Klebsiella spp. causante de infecciones intrahospitalarias y de la 

comunidad en el periodo de tiempo establecido.  

Tabla 1. Variables de población 

Variable Tipo Escala Unidad de 
Medición 

Equipo 

Hospital de 
aislamiento 

 
Cualitativa 

Nominal No 
binaria 

I.S.S.S.T.E., 
I.S.S.S.T.E.P., 
I.M.S.S, etc. 

Hoja de 
recolección 

Servicio 
Hospitalario 

 
Cualitativa 

Nominal No 
binaria 

UCI, PEDH, 
UCIN, MIH, 
CirH, etc. 

Hoja de 
recolección 

Fecha de 
aislamiento 

Cuantitativa Discreta Dia/Mes/Año Hoja de 
recolección 

 
Muestra 

 
Cualitativa 

Nominal No 
binaria 

Urocultivo, 
esputo, liquido 

pleural, etc. 

Hoja de 
recolección 

Sexo del 
paciente 

Cualitativa Nominal Binaria Femenino/ 
Masculino 

Hoja de 
recolección 

Edad del 
paciente 

Cuantitativa Continua 0-99 años Hoja de 
recolección 

 
 
Tabla 2. Variables de estudio 

Variable Tipo Escala Unidad de 
Medicion 

Equipo 

Identificación 
Bioquímica 

Cualitativa Nominal no 
Binaria 

Género 
Bacteriano 

Hoja de 
recolección 

Fenotipo de 
Resistencia 

Antimicrobiana 

Cualitativa Ordinal Resistente 
Intermedio 
Sensible 

(CLSI,2018) 

Hoja de 
recolección 

Fenotipo BLEE 
y/o AmpC 

Cualitativa Nominal Binaria SI / NO Hoja de 
recolección 

Prueba 
fenotípica de 

cuerda 

Cualitativa Nominal Binaria SI / NO Hoja de 
recolección 

Amplificación de 
genes de 

resistencia 

Cualitativa Nominal Binaria SI / NO Hoja de 
recolección 

Perfil plasmídico Cualitativa Ordinales Plásmidos 
parecidos 

Hoja de 
recolección 

Relación Clonal Cuantitativa Discreta Coeficiente 
DICE 

Computadora 
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Tabla 3. Variables confusoras  

 
 

7.6. Método de recolección de datos  

La recolección de datos se hará en dos etapas, en la primera se utilizarán fuentes 

secundarias de información, específicamente los datos proporcionados por los 

hospitales en el informe clínico y epidemiológico de las cepas; y en la segunda 

etapa será a partir de fuentes primarias de información como los resultados de 

los experimentos a realizar. Las dos etapas se utilizará el método de observación 

de forma sistemática, estructurada y controlada. 

7.7. Recursos humanos  

• Alumno que realizara la investigación: Marco Arturo Pérez Sánchez. 

• Asesor experto: Patricia Lozano Zarain. 

• Asesores metodológicos: Margarita M. P. Arenas Hernández y Rosa del 

Carmen Rocha Gracia. 

7.8. Recursos materiales 

• Hojas de recopilación de datos (Informa clínico). 

• Material bibliográfico recopilado 

• Hojas de recolección de datos  

• Instalaciones y equipo del laboratorio de microbiología hospitalaria y de la 

comunidad 

• Suministros de microbiología  

7.9. Recursos financieros  

• Recursos del Laboratorio de Microbiología Hospitalaria y de la comunidad 

del Centro en investigación en Ciencias Microbiológicas del ICUAP. 

Proyectos VIEP-BUAP 

Variable Tipo Escala Unidad de 
Medicion 

Equipo 

Análisis 
Bioinformático 

Cualitativa Ordinal Relación 
filogenética 

Computadora 
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7.10. Bioética 

No se requirió de consentimiento informado por parte de los pacientes, ya que 

las cepas fueron aisladas de muestras clínicas tomadas de forma rutinaria y no 

se trabaja directamente con las muestras. Los datos de los pacientes se 

mantuvieron en anonimato. Los comités de ética e investigación de los hospitales 

aprobaron los protocolos para este estudio: Hospital I.S.S.S.T.E (188.2018); 

I.S.S.S.T.E.P. (004/2015EXT); Hospital para el Niño Poblano 

(HNP/ENS/177/2016).  

7.11.  Material Biológico  

Durante el periodo de agosto de 2017 a enero de 2019 se recolectaron 75 cepas 

provenientes de diferentes hospitales mexicanos y de un laboratorio privado 

(Figura 1); dentro de estas 60 cepas provinieron del I.S.S.S.T.E. Hospital 

Regional Puebla, 3 cepas del Hospital para el niño Poblano, 3 cepas del 

I.S.S.S.T.E.P., 6 cepas del Hospital General Regional No. 72 I.M.S.S. 

Tlalnepantla y 3 cepas del Laboratorio Clínico Especializado “Los Ángeles” de la 

ciudad de Puebla. Todas las cepas llegaron al LMHyC del CICM de la BUAP con 

datos generales de las cepas y un informe del perfil de resistencia antimicrobiana 

e identificación del microorganismo obtenido por el sistema semiautomatizado 

Vitek 2 (bioMérieux, Inc.®). 

Figura 1. Localización de los Hospitales y el laboratorio privado participantes en el 
estudio. Un hospital se encuentra en el estado de México y tres hospitales junto con el 
laboratorio privado se encuentran en el estado de Puebla.  
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7.12.  Crioconservación e Identificación Bacteriana  

Las cepas se recuperaron del vial de transportación en agar TSA (MCD Lab. ®), 

posteriormente se sembraron en agar selectivo MaConkey (MCD Lab. ®) para 

confirmar su pureza y guardarlas en crioconservación a -72ºC en crioviales con 

caldo infusión cerebro-corazón (BHI)/Glicerol al 10%. Se llevaron a cabo pruebas 

bioquímicas para la identificación del género Klebsiella (Tabla 4) y los resultados 

se compararon con los esquemas de identificación de bacterias de Importancia 

Clínica de MacFaddin (MacFaddin, 2003).  

Tabla 4. Fundamento, características e interpretación de las pruebas bioquímicas 
utilizadas en el estudio. Tomado de MacFaddin, 2003. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.13.  Determinación del fenotipo hipermucoide  

Se estandarizó la “prueba fenotípica de cuerda” en agar sangre de carnero al 

5%. Se sembraron 6 cepas por placa, procurando tener una pequeña parte de 
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masivo y también colonias aisladas para estirar en ambas partes y poder analizar 

la formación de una “cuerda” o “hilo” mucoide, siendo positivas en las que se 

formó con una longitud mayor a 0.5 cm (Figura 2). Se realizó por duplicado en 

todas las cepas.  

 

Figura 2. Ejemplos del fenotipo hipermucoide positivo en cepas de K. pneumoniae. 
Izquierda: Tomado de Shon et al., 2013. Derecha: Cepa hipermucoide de este estudio. 

 

7.14.  Búsqueda del gen rmpA 

Se buscó por PCR el gen responsable del fenotipo mucoide A (rmpA) en las 

cepas que fueron positivas para el fenotipo hipermucoide. Se comenzó haciendo 

una búsqueda de los oligonucleótidos reportados en la literatura para la 

identificación de este gen y un análisis bioinformático de las secuencias 

reportadas del gen rmpA en la base de datos del NCBI. Se identificaron sobre el 

alineamiento realizado de las secuencias del gen rmpA los oligonucleótidos 

reportados por Yu y colaboradores (2006) (amarillos), que fueron elegidos por 

amplificar un replicón de mayor tamaño a diferencia de otros reportados en la 

literatura que amplificaban productos de 230 pb de una región no conservada y 

por ser los que se han probado y utilizado en la mayoría de estudios en los que 

se ha buscado este gen, y también se identificaron en el alineamiento otros 

oligonucleótidos que se propusieron en este estudio (verdes), con base a lo 

observado en las variantes reportadas (Figura 3). Se analizaron las 

características de los dos pares de oligonucleótidos con ayuda de los programas 

OligoCalc (Oligo Calculator version 3.27) y mfold web server para determinar 

cuáles serían utilizados en este estudio, observando que los oligonucleótidos 

reportados por Yu y colaboradores eran más estables al presentar menor 
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probabilidad de generar estructuras secundarias además de tener una Tm 

cercana en ambos oligos (Tabla 5). Por esta razón se decidió utilizar los 

oligonucleótidos reportados por Yu y colaboradores y se mandaron a sintetizar a 

la Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología de la 

Universidad Nacional Autónoma de México (IBT- UNAM), las condiciones de 

reacción fueron las mismas que las reportadas por Yu y colaboradores (Tabla 6). 

Figura 3. Alineamiento de nucleótidos de las variantes del gen rmpA reportadas en la base 

datos del NCBI e identificación de los oligonucluetidos que se evaluaron para ser usados 

en este estudio. Amarillo: Forward de los oligos reportados por Yu y colaboradores. Rojo: 

Reverse de los oligos reportados por Yu y colaboradores. Verde: oligos degenerados porpuestos 

en este estudio. Azul: cambios aminoacídicos en la región de los oligos evaluados. Se decidió 

proponer unos oligos degenrados por los cambios aminoacídicos observados en la región de 

unión de los oligos diseñados por Yu y colaboradores.  

 

Tabla 5. Características de los oligos evaluados en este estudio.  Características analizadas 

con ayudad e los programas OligoCalc y mfold. 
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Tabla 6. Condiciones de reacción para la amplificación del gen rmpA. (Yu et. al. (2006) 

 

 

7.15. Determinación del perfil de resistencia antimicrobiana y 

Fenotipo AmpC y/o BLEE.  

Se determinó la susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusión en disco 

Kirby Baüer, probando en total 20 antibióticos de 6 familias diferentes. Se 

resuspendió en un tubo de ensayo con 3 ml de solución salina isotónica (SSI) al 

0.85 % (masa/volumen) de NaCl, colonias aisladas de un cultivo puro de 24 

horas sembrado en agar TSA (MCD Lab®), hasta ajustarlo a una turbidez de 0.5 

en la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml). Se inocularon 4 placas de agar 

Mueller- Hinton (MCD Lab®) por cepa, con un hisopo estéril impregnado con la 

suspensión ajustada, deslizándolo por toda la placa en forma de masivo de arriba 

abajo, tres veces y girando la placa 45° en cada cambio y pasándolo por último 

sobre la periferia de la placa para conseguir un crecimiento uniforme. 

Posteriormente, con la ayuda de unas pinzas, se colocaron los 20 discos de 

antimicrobianos (BBLTM) con una distribución específica (Figura 4 Panel B, C y 

D) para no generar efectos antagónicos o sinérgicos entre los antimicrobianos. 

Finalmente, se midieron los halos de inhibición y los resultados se interpretaron 

de acuerdo a los valores establecidos por el Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI 2018) (Tabla 7). K. pneumoniae ATCC 7603 fue usada como 

control. 

7.15.1. Fenotipo AmpC y/o BLEE 

Se llevó acabo el mismo procedimiento de la técnica de difusión en disco Kirby- 

Baüer para esta prueba. Se destinó una placa para evaluar estos fenotipos en 

los que se colocaron 6 discos de antimicrobianos: en la parte superior se colocó 

un disco de amoxicilina con ácido clavulánico (20-10 µm) y uno de cefotaxima 

(30 µg)  y ceftazidima (30 µg) a sus extremos hacia abajo a una distancia de 

25mm; en los que la aparición de un efecto sinérgico entre los antibióticos 

betalactámicos y el disco que contiene al inhibidor de betalactamasas (ácido 
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clavulánico) fue considerado como un resultado positivo para el fenotipo BLEE. 

Debajo del disco de cefotaxima (30 µg) se colocó uno de cefoxitina (30 µg) y 

debajo del disco de ceftazidima (30 µg) uno de imipenem (10 µg), ambos a una 

distancia de 20mm y en la parte inferior a una distancia de 20 mm de estos dos 

últimos antimicrobianos un disco de piperacilina tazobactam (100/10 µg), en los 

que la aparición de un efecto antagónico entre ellos fue considerado como un 

resultado positivo para el fenotipo AmpC inducible (Figura 4, Panel A). 

 

Tabla 7. Antibióticos y valores de referencia utilizados para la interpretación de los 
antibiogramas. 

Tomado de CLSI, 2018. 



Determinación fenotípica y molecular de la resistencia antimicrobiana en cepas de Klebsiella spp. aisladas de 

diferentes hospitales mexicanos. 
 

  

Material y métodos 31 

 

 

Figura 4. Distribución de los discos de antibióticos utilizada para la determinación del 
fenotipo BLEE y/o AmpC y el perfil de resistencia antimicrobiana.  

Abreviaciones: A) AMC: Amoxicilina con ácido clavulánico, CAZ: Ceftazidima,  IMP: Imipenem, 
TZP: Piperacilina con tazobactam, FOX: Cefoxitina, CTX: Cefotaxima. BLEE: Betalactamasa de 
espectro extendido, AmpC: Enzima tipo AmpC. B) MEM: Meropenem, CZ: Cefazolina, GM: 
Gentamicina, NAL: Ácido nalidíxico, CIP: Ciprofloxacino. C) AN: Amikacina, NN: Trobamicina, 
NOR: Norfloxacino, SXT: Trimetoprima con sulfametoxazol, CL: Cloranfenicol. D) TC: 
Tetraciclina, FEP: Cefepime, LVX: Levofloxacino, ATM: Aztreonam.   ,  

 

7.16.  Identificación de cepas Multidrogo-resistentes, 

Extremodrogo-resistentes y Pandrogo-resistentes. 

Con base a los resultados de la determinación del perfil de resistencia 

antimicrobiana, se llevó a cabo la identificación de cepas multidrogo-resistentes 

(MDR), extremodrogo-resistentes (XDR) y pandrogo-resistentes (PDR) conforme 

a la clasificación jerárquica propuesta por la Administración Norteamericana de 

Drogas y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés), el CLSI y el Comité Europeo 

de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST por sus siglas en inglés) 

(Magiorakos et. al., 2011) que definen a estos tres niveles de la siguiente 

manera: 
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• MDR. - Resistente al menos a un agente en 3 o más categorías de 

antibióticos que se hayan ensayado.  

• XDR. - Resistencia al menos a un agente de cada categoría probada, 

pero, sensible a ≥2 categorías de antibióticos que se hayan ensayado.  

• PDR. - Resistencia a todos los agentes de todas las categorías de 

antibióticos que se hayan ensayado.  

7.17. Identificación de genes de resistencia  

Se realizó lisis bacteriana por choque térmico con la cual se obtuvo el templado 

de ADN de todas las cepas en estudio para que con base en los resultados de 

los antibiogramas se realizaran ensayos de PCR para identificar genes que 

confieren resistencia a los betalactámicos. Se purificaron los productos de PCR 

de algunas cepas de interés por método de extracción de banda y posteriormente 

se mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnología de la Universidad 

Nacional Autónoma de México (IBT- UNAM). A las secuencias obtenidas se les 

realizó un análisis bioinformático y en algunas cepas se llevó acabo “primer 

walking” para complementar el conocimiento acerca del entorno genético de los 

genes de resistencia secuenciados. Los pasos detallados de este apartado se 

explican a continuación: 

7.17.1. Obtención de ADN Bacteriano 

Se extrajo el templado de ADN por el método de lisis bacteriana por choque 

térmico. De un cultivo inicial puro de 24 horas sembrado en agar TSA (MCD 

Lab®) en forma masiva, se tomó una cuarta parte del total de la superficie de la 

placa y se depositó en un tubo eppendorf de 1.5 ml en el que posteriormente se 

homogeneizó con 800 µl de SSI con lo que se lavó el paquete celular y se eliminó 

el exceso de polisacárido, posteriormente se centrifugó a 13 000 revoluciones 

por minuto (rpm) durante 5 minutos, pasado el tiempo de centrifugación se 

eliminó la parte acuosa y el paquete celular se le repitieron dos lavados más. 

Después de los tres lavados se le agregó 800 µl de agua inyectable (PISA®), se 

homogeneizó y se hirvió durante 10 minutos. Finalmente se centrifugó a 13 000 

rpm durante 5 minutos, la parte acuosa que contiene el ADN bacteriano se 

transfirió a otro tubo y el paquete celular se desechó. Se midió la concentración 
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y la pureza del ADN Bacteriano con el equipo Nanodrop 2000c (Thermo 

Scientific®) y se ajustó la concentración a 200 ng/µl.  

7.17.2. Amplificación de genes de resistencia por PCR 

Se seleccionaron oligonucleótidos específicos para amplificar genes de 

resistencia a los betalactámicos mediante la técnica de PCR. Se buscaron en 

todas las cepas del estudio los genes blaCTX-M, blaSHV y blaTEM que codifican para 

enzimas BLEE. En las cepas que resultaron resistentes a carbapenémicos se 

buscaron los genes blaVIM, blaIMP, blaNDM y blaKPC que codifican para 

carbapenemasas (Tabla 8). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en el 

termociclador T Professional TRIO Thermocycler (Biometra) con las cantidades 

de reactivos de reacción estandarizadas (Tabla 9). Se usaron como controles las 

cepas de E. coli C4430 (blaCTX-M y blaTEM) de K. pneumoniae Kp003 (blaSHV), de 

P. aeruginosa PE52 (blaIMP) y VIM-2 (blaVIM), de A. baumannii AN54 (blaNDM) 

cepas en las que se identificaron estos genes por secuenciación. 

Tabla 8. Oligonucleótidos utilizados, condiciones de reacción de PCR y tamaño de 
amplicones esperados de cada reacción de genes de betalactamasas. 
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Tabla 9. Cantidades de los reactivos utilizados en cada PCR 1X. 

 

 

 

 

 

 

 

7.17.3. Purificación y Secuenciación de los productos de PCR 

Algunos productos de PCR fueron de especial interés debido a los genes 

identificados y su especie o lugar de procedencia, por lo que se purificaron 

mediante el método de extracción de banda con ayuda del kit “zymoclean gel 

DNA Recovery kit” para mandarlos a secuenciar. Se cortó la banda de interés 

visualizándola con ayuda de un transiluminador, la banda se depositó en un tubo 

eppendorf de 1.5 ml, al que se le adicionó ADB Buffer hasta cubrir todo el pedazo 

de banda cortada. El tubo se incubó a 55° C durante 10 minutos y el producto se 

transfirió a un filtro con tubo colector que se centrifugó a 13 000 rpm durante 1 

minuto, posteriormente el líquido del tubo colector se desechó y se lavó 2 veces 

con 200 µl de DNA Wash Buffer y se centrifugó a 13 000 rpm durante 30 

segundos entre cada lavado. El filtro se transfirió a un tubo nuevo y el ADN se 

eluyó con 20 µl de agua centrifugando a 13 000 rpm durante 1 minuto. 

Finalmente se midió la concentración de ADN en el NanoDrop siendo >=25ng/ 

µl una concentración óptima y posteriormente se corrió 1 µl del purificado en un 

gel de agarosa para visualizar el producto. Los purificados se resguardaron a -

4°C hasta su envío a la Unidad de Síntesis y Secuenciación del Instituto de 

Biotecnología de la Universidad Nacional Autónoma de México (IBT- UNAM) 

para ser secuenciados y corroborar la participación de genes de resistencia 

antimicrobiana a betalactámicos y para determinar su variante alélica. 
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7.17.4. Análisis Bioinformático de secuencias  

Se llevó a cabo el análisis bioinformático de los resultados de secuenciación con 

ayuda de diferentes softwares, entre los que se encuentran: 1. Visualización de 

secuencias: Flinch TV, 2. Formateo de secuencias: Nucleic Acid Sequence 

“Massager”, 3. Análisis de secuencias: BLAST- GenBank, 4. Alineamiento de 

secuencias: Clustal Omega, 5. Traducción Aminoacídica: Translate tool- Expasy. 

7.17.5. Primer walking  

Se llevó a cabo esta estrategia para determinar si los genes que se secuenciaron 

como responsables de la resistencia a carbapenémicos en dos cepas, estaban 

asociados a integrones. Se inició, buscando genes específicos de integrones 

como int1, qacE∆1 y sul1 (Tabla 10); y después se combinaron diferentes 

oligonucleótidos para determinar si contaban con una estructura conservada de 

un integrón de clase 1 (Figura 5) y para amplificar parte de su región variable 

(Tabla 11). Los amplificados no se mandaron a secuenciar, se analizaron los 

tamaños de los productos de amplificación y se hizo un análisis comparativo con 

secuencias reportadas en Gen Bank e Integrall.  

Tabla 10. Oligonucleótidos y condiciones de las reacciones de PCR de los genes 
amplificados para la búsqueda de integrones en las cepas KpE37 y KpS1, resistentes a 
carbapenémicos.  

 

__-- 

 

 

 

Tabla 11. Oligonucleótidos que se utilizaron para la estrategia “primer walking” y 
condiciones a las que se corrieron las reacciones de PCR. 
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Figura 5. Estructura de conservada de un integrón de clase 1 y esquematización de las 
regiones que se pretendieron amplificar con la estrategia primer walking. Reacción 1 
(verde): Se realizó para analizar si el gen blaVIM era el primer gen dentro de la región variable. 
Reacción 2 (naranja): Se realizó para conocer el tamaño aproximado de la región variable. 
Reacción 3 (azul): Se realizó para analizar si el gen qacE∆1 y sul1 se encontraban fusionados. 
Los tamaños arrojados por las PCR fueron comparados con secuencias ya reportadas de 
integrones de clase 1 que contienen al gen blaVIM con métodos bioinformáticos. 

7.18. Perfil plasmídico 

El perfil plasmídico de las cepas del Hospital General No. 72 I.M.S.S. 

Tlalnepantla se determinó, mediante lisis alcalina por el método de Kieser 

(Kieser, 1984). La bacteria se recolectó de un cultivo puro en forma de masivo 

de 24 hrs, sembrado en una placa de agar BHI al 2% y se llevaron a cabo tres 

lavados con SSI; posteriormente, al paquete celular se le adicionó 400 μl de 

solución 1 (Sacarosa 0.3 M, Tris-HCl 25 mM pH=8, EDTA 25 mM pH=8) y se 

resuspendió con una pipeta. Después, se le adicionaron 100 μl de lisozima (10 

mg/ml) y se invirtió el tubo suavemente. Esta mezcla se incubó a 4°C durante 30 

minutos. Transcurrido el tiempo, se le adicionaron 250 μl de solución 2 (NaOH 5 

M, SDS 10%), se homogeneizó y se incubó a 54°C durante 30 minutos. Se 

agregaron 80 μl de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) y se 

homogeneizó con vórtex hasta que tornó una coloración blanca uniforme. 

Después, se centrifugó a 13,000 rpm a 4°C durante 20 minutos y del 

sobrenadante se recuperaron 400 μl. De los 400 μl se tomaron 8 μl para 

cargarlos en un gel de agarosa al 0.8% y se corrió una electroforesis, durante 1 

hora y media a 100 volts con buffer TAE 1X. 

7.19.  Relación Clonal  

Se determinó la relación clonal por Electroforesis en Gel de Campos Pulsados 

con la enzima Xba1 (PFGE-Xba1) en las cepas del Hospital General No. 72 
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I.M.S.S. Tlalnepantla para determinar su relación clonal ya que este grupo de 

cepas pudo haber estado implicado en un brote nosocomial. Esta metodología 

se llevó a cabo de la siguiente forma: 

7.19.1. Preparación de insertos 

Se recolectó en tubo eppendorf suficiente bacteria de un cultivo puro sembrado 

en forma de masivo en placa de agar BHI incubado durante 24 horas a 37°C, se 

le realizaron tres lavados con SSI. Posteriormente se suspendió una alícuota del 

paquete celular en 1ml buffer SE (75 mM NaCl- 25 mM EDTA pH:8) y se ajustó 

la turbidez al patrón No. 4 de la escala de MacFarland (12 x 108 UFC/ml). Se 

preparó agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad®) al 1.5% en tampón 

TE (10mM Tris y 1mM EDTA) y se mantuvo a 54ºC. Se mezclaron 0.5 ml de la 

suspensión bacteriana con 0.5 ml de agarosa y se distribuyó en moldes 

(insertos). Se dejó solidificar unos minutos en refrigeración. 

7.19.2. Lisis Bacteriana 

Se emplearon 3 insertos por cepa, a los que se le añadieron 1ml de Buffer de 

lisis [50 mM Tris; 50 mM EDTA pH 8; 1% sarcosil; 0.3 mg/ml proteinasa K 

(Thermo Fisher Scientific®)] y se dejó incubar durante 18 horas en baño María a 

54ºC. 

7.19.3. Lavado de los Insertos 

Se eliminó el buffer de lisis y se llevaron a cabo los siguientes lavados: 

❖ 3 lavados con agua destilada estéril 10min/54°C 

❖ 2 lavados con buffer TE 10min/54°C 

❖ 1 lavado con buffer TE 10min/temperatura ambiente. 

Los insertos se conservaron en 1ml de buffer TE a -4°C hasta su utilización.  

7.19.4. Digestión Enzimática  

Se utilizó una cuarta parte de inserto por cada cepa de estudio. El volumen final 

del buffer de digestión fue de 200 µl, agregando: 179 µl de agua destilada estéril, 

20 µl del buffer de la enzima y 1ml de la enzima Xba1, se mezcló y se incubó por 

14 horas a 37°C. 
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7.19.5. Preparación del gel de agarosa  

Se preparó agarosa de bajo punto de fusión al 1% en TBE 0.5X, se vertió sobre 

el molde y se dejó enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se rellenaron 

los pozos con el cuarto de inserto y se selló con agarosa que se mantuvo a 50°C. 

7.19.6. Electroforesis  

La electroforesis se llevó a cabo en una cámara de campos pulsados CHEF-DR 

II (BioRad) con 3L de TBE 0.5X suplementado con tiourea 75µM. El gradiente de 

voltaje fue de 6 V/cm, y se empleó una rampa lineal pulsada de 1 a 30 segundos 

durante 23 horas a 14 °C. 

7.19.7. Tinción de gel y visualización  

Se tiñó el gel en una solución acuosa de bromuro de etidio (10 μl/ 200 ml) durante 

1 min, posteriormente se destiñó en agua destilada por 10 minutos. Se visualizó 

el gel en un transiluminador ultravioleta MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging Systems. 

El gel se destiñó en agua destilada, fotografiándose cada 30 minutos hasta la 

adecuada visualización de las bandas. 
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8.  RESULTADOS 

Se trabajo con 75 cepas; 60 cepas provenientes del Hospital Regional 

I.S.S.S.T.E., Puebla, 3 cepas del Hospital para el niño Poblano, 3 cepas del 

Hospital I.S.S.S.T.E.P., 6 cepas del Hospital General Regional No. 72 I.M.S.S. 

Tlalnepantla y 3 cepas del Laboratorio Clínico Especializado “Los Ángeles” de la 

Ciudad de Puebla.  

Los resultados serán abordados de forma individual para cada hospital. 

8.1.  Cepas aisladas de pacientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E 

Puebla 

Las 60 cepas provenientes de este hospital se recuperaron de 48 pacientes en 

los que se aislaron una o hasta cuatro cepas, debido a que en algunos se 

tomaron muestras de diferentes sitios anatómicos o en diferente fecha, 25 

pacientes fueron del sexo Femenino y 23 del sexo Masculino; todos en un rango 

de edad de 0 a 79 años; de estas cepas el 93.3 % (56) fueron identificadas como 

K. pneumoniae y el 6.6% (4) como K. oxytoca (Anexo 1).  Los servicios 

hospitalarios que predominaron como lugar de aislamiento, fueron: en primer 

lugar, Medicina Interna, en segundo Pediatría, en tercero Nefrología, en cuarto 

Cirugía y en quinto la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN) (Grafica 

1). Solo en 45 cepas se especificó el origen de la muestra, siendo principalmente 

aisladas de Urocultivo, Hemocultivo y Lavado Bronco-alveolar (Gráfica 2).  

   

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 1.  Principales servicios hospitalarios de aislamiento de las cepas de Klebsiella 
spp. aisladas del hospital I.S.S.S.T.E.  (n=60) 
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Gráfica 2. Sitio anatómico de aislamiento de las cepas de Klebsiella spp. del Hospital 
regional del I.S.S.S.T.E. (n=60) 

 

8.1.1. Perfil de sensibilidad. 

El perfil de sensibilidad antimicrobiana de las 56 cepas de K. pneumoniae 

aisladas del Hospital I.S.S.S.T.E de Puebla mostró que el 96.4% (54/56) fueron 

cepas multidrogorresistentes. El 98.2% (55/56) de las cepas fue resistente a los 

betalactámicos, predominando dentro de este grupo la resistencia a las 

cefalosporinas de tercera generación, en el que se encuentra el antibiótico 

cefotaxima, a la que fue resistente un 96.4% de las cepas (54/56). Caso contrario 

se observó en las cefalosporinas de segunda generación, grupo en el que se 

encuentra el antibiótico cefoxitina, y en los inhibidores de las betalactamasas, en 

el que se encuentra amoxicilina con ácido clavulánico, en los que se observó una 

resistencia del 7.1% (4/56) y del 33.9% (19/56) respectivamente. El 92.8% 

(52/56) fue resistente a los aminoglucósidos, especialmente a la gentamicina a 

la que el 91% (51/56) de las cepas presentaron resistencia, a diferencia de la 

amikacina, en donde solo el 28.5% (16/56) fue resistente. El 73.2% (41/56) de 

las cepas fue resistente a las quinolonas, principalmente a ciprofloxacino. El 91% 

(51/56) de las cepas fue resistente a las tetraciclinas, el 85.7% (48/56) a 

sulfonamidas y el 28.5% (16/56) a los anfenicoles. Las cepas fueron resistentes 

a cefazolina [98.4% (55/56)], cefotaxima [98.4% (55/56)] y cefepime [94.6% 

(53/56)]; estos son los 3 antibióticos en los que hubo mayor resistencia, 

meropenem [1.7% (1/56)] y cefoxitina [7.14% (4/56)] son los 2 antibióticos en los 

que hubo menor resistencia (Gráfica 3). La cepa KpE8 fue la que presentó mayor 
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resistencia a los 20 antibióticos probados, siendo resistente a todos a excepción 

de imipenem en el que tuvo un fenotipo intermedio (Tabla 7, fila 12). El fenotipo 

BLEE se observó en el 83.9% (47/56) de las cepas de K. pneumoniae, mientras 

que el fenotipo AmpC no se observó en ninguna cepa (Grafica 4, Figura 6). 

 

Gráfica 3. Perfil de resistencia de las cepas de K. pneumoniae del Hospital Regional 
I.S.S.S.T.E para cada uno de los 20 antibióticos probados en el estudio. (n=56) AMC: ácido 
clavulánico, TZP: Piperacilina con tazobactam, CZ: Cefazolina, FOX: Cefoxitina, CTX: 
Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, MEM: Meropenem, IMP: 
Imipenem, TC: Tetraciclina, AN: Amikacina, GM: Gentamicina, NN: Trobamicina, CIP: 
Ciprofloxacino, LVX: Levofloxacino, NOR: Norfloxacino, NAL: Ácido nalidíxico, CL: Cloranfenicol, 
SXT: Trimetoprima con sulfametoxazo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grafica 4. Fenotipos observados en las cepas de K. pneumoniae del hospital I.S.S.S.T.E. 
n=56. 
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Figura 6. Fenotipo BLEE observado en las cepas de K. pneumoniae KpE44 KpE45 KpE46 
KpE47 KpE49 y KpE50.  

 

La resistencia conjunta que más se observó en las cepas de K. pneumoniae 

aisladas del Hospital I.S.S.S.T.E de Puebla, fue para las familias de 

antimicrobianos de cefalosporinas de tercera generación, aminoglucósidos y 

quinolonas; siendo observada en un 64.2% (36/56) de las cepas. Se identificaron 

37 resistotipos (Tabla 12), siendo 10 en los que se encontró por lo menos dos o 

hasta 7 cepas compartiendo un solo resistotipo (resistotipos 1-10) y 27 

resistotipos que solo se presentaron en una cepa. El resistotipo número 1 fue el 

que compartieron un mayor número de cepas; todas estas cepas fueron 

resistentes a 14 antibióticos de los 20 probados en este estudio. 
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Tabla 12. Resistotipos encontrados en las cepas de K. penumoniae aisladas de pacientes del hospital 

ISSSTE. 

 

AMC: ácido clavulánico, TZP: Piperacilina con tazobactam, CZ: Cefazolina, FOX: Cefoxitina, 
CTX: Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, MEM: Meropenem, IMP: 
Imipenem, TC: Tetraciclina, AN: Amikacina, GM: Gentamicina, NN: Trobamicina, CIP: 
Ciprofloxacino, LVX: Levofloxacino, NOR: Norfloxacino, NAL: Ácido nalidíxico, CL: Cloranfenicol, 
SXT: Trimetoprima con sulfametoxazol. 

 

Las cepas de K. oxytoca mostraron los siguientes patrones de resistencia 

antimicrobiana: las cepas KoE9 y KoE51 presentaron el mismo resistotipo, ya 

que fueron resistentes a todos los betalactámicos probados, incluidos los 

carbapenémicos; y a todos los aminoglucósidos probados, sin embargo, no 

mostraron resistencia a tetraciclinas, quinolonas, anfenicoles y sulfonamidas. La 

cepa KoE37 fue resistente a los betalactámicos, a excepción del aztreonam, y 

fue resistente solo un aminoglucósido, la tobramicina, mientras que, no mostró 
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resistencia a las tetraciclinas, quinolonas, anfenicoles y sulfonamidas. La cepa 

KoE73 fue resistente a tetraciclinas, aminoglucósidos, quinolonas anfenicoles y 

sulfonamidas (Tabla 13). El fenotipo BLEE solo se observó en el 25% (1/4) de 

las cepas, mientras que el fenotipo AmpC no estuvo presente en ninguna de las 

cepas. 

Tabla 13. Perfil de resistencia y fenotipos observados en las 4 cepas de K. oxytoca 
aisladas de pacientes del Hospital Regional del I.S.S.S.T.E. Puebla. 

 

Abreviaturas: AMC: ácido clavulánico, TZP: Piperacilina con tazobactam, CZ: Cefazolina, FOX: 
Cefoxitina, CTX: Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, MEM: 
Meropenem, IMP: Imipenem, TC: Tetraciclina, AN: Amikacina, GM: Gentamicina, NN: 
Tobramicina, CIP: Ciprofloxacino, LVX: Levofloxacino, NOR: Norfloxacino, NAL: Ácido nalidíxico, 
CL: Cloranfenicol, SXT: Trimetoprima con sulfametoxazol, BLEE: Betalactamasa de espectro 
extendido, AmpC: Enzima tipo AmpC. 

 

8.1.2. Identificación de genes de resistencia  

En el 100% (56/56) de las cepas de K. pneumoniae de este hospital se encontró 

el gen blaSHV, en el 80.3% (45/56) blaTEM y blaCTXM en el 71.4% (40/56); el 

porcentaje de cepas que presentaron los tres genes fue del 69.6% (39/56) 

(Figura 7). En la cepa KpE8, que fue resistente a meropenem, no se encontró 

ninguno de los 4 genes de carbapenemasas que se buscaron en este estudio.  
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Figura 7. Productos de PCR de algunas cepas del Hospital I.S.S.S.T.E. para los genes shv 
y ctxm-u. A) Productos de PCR del gen shv, se utilizó como control + la cepa de K. pneumoniae 
Kp003. B) Productos de PCR del gen ctx-m universal. Se utilizó como control + la cepa de E. coli 
C4430. 

 

En las 4 cepas de K. oxytoca no se encontró el gen blaSHV, mientras que el gen 

blaTEM y el gen blaCTXM estuvo presente en el 50% (2/4) de las cepas. En las tres 

cepas resistentes a carbapenémicos, KoE9, KoE37 y KoE51 se identificó al gen 

blaVIM. El producto de PCR de blaVIM de la cepa KoE37 se secuenció, 

corroborando que se trataba del gen blaVIM-23 (Figura 13). En esta misma cepa 

se identificaron los genes int1, qacEΔ1 y sul1 (Figura 8) confirmando la presencia 

de un integrón de clase 1. 
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Figura 8. Productos de PCR en las que se identificaron genes conservados de un integrón 
clase I, en la cepa KoE37. A) Productos de PCR en la que se buscó el gen qacEΔ1. Carril 1: 
marcador de peso molecular, carril 2: blanco, carril 3: control + PS52, carril 4: K. oxytoca del 
hospital I.S.S.S.T.E número 37 (KoE37), el producto esperado fue de 247pb, coincidiendo con el 
control positivo. B) Productos de PCR en la que se buscaron los genes Intl1 y sul1. Carril 1: 
marcador de peso molecular, carril 2: blanco, carril 3: control + PS52, carril 4: KoE37, el carril 2 
.3 y 4 correspondieron a la reacción del gen int1, en la que el tamaño esperado fue de 564 pb, 
coincidiendo con el control positivo. Carril 5: blanco, carril 6: control + PS52, carril 7: KoE37, el 
carril 5, 6 y 7correspondieron a la reacción del gen sul1 en la que se esperaba un producto de 
790pb, coincidiendo con el control positivo.  

 

Siguiendo la estrategia de “primer walking” se determinó la posibilidad de que el 

gen blaVIM-23 se encontrara asociado a un integrón de clase 1. En la primera 

reacción propuesta (tabla 6 de material y métodos) se evaluó la posibilidad de 

tener un integrón de clase 1 con estructura conservada, encontrando un producto 

de entre 1100 y 1150 pb (Figura 9) que corresponde a lo reportado en secuencias 

de integrones de clase 1 encontrados en Klebsiella spp. depositadas en la base 

de datos Integrall que tienen el gen qacEΔ1 fusionado al gen sul1 (número de 

acceso: KM589496.1). 
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de la reacción Qac-F/Sul-R. Carril 1: marcador de 
peso molecular, carril 2: blanco, carril 3: control+ PS52, carril 4: K. oxytoca 37 del hospital 
I.S.S.S.T.E (KoE37). El producto que arrojó esta reacción se encuentra entre la banda de 1000 
y 1200 pb, estando más cercana a la banda de 1200, coincidiendo con el control positivo.   

 

En la segunda reacción propuesta se evaluó la posibilidad de que el gen blaVIM-

23 se encontrara fusionado al gen int1. La reacción arrojó un producto cercano a 

las 1200 pb (Figura 10); se realizó una búsqueda en la plataforma Integrall de 

integrones reportados en Klebsiella spp. que tuviesen en su estructura el gen 

blaVIM después del gen int1, eligiendo un integrón de K. oxytoca reportada en 

México (número de acceso: FJ627181.1) en el que posteriormente se realizó un 

análisis bioinformático en la base datos GenBank donde se localizaron los 

primers en la secuencia, observando que el tamaño esperado de la región que 

se amplificaría sería de 1163 pb (Figura 11), corroborando así la posibilidad de 

que el gen blaVIM-23 encontrado en la cepa K. oxytoca 37 del Hospital I.S.S.S.T.E. 

(KoE37) se encuentre asociado a un integrón de clase 1.   
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de la reacción FRC-int/Vim-R. Carril 1: Marcador 
de peso molecular, carril 2: blanco, carril 3: K. oxytoca del Hospital I.S.S.S.T.E número 37 
(KoE37). La banda que se obtuvo con esta reacción se encuentra cerca de la banda de 1200 pb 
del marcador de peso molecular y coincide con el tamaño esperado de 1163 pb. 
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Figura 11. Características y análisis de la secuencia de un integrón que contiene el gen 
blaVIM-2 rio arriba del gen int1. A) Captura de la base de datos Integrall con el integrón de número 
de acceso FJ627181.1 que fue reportado en una cepa de K. oxytoca en México y que se utilizó 
para analizar el producto esperado de la reacción FCR-int/Vim-R. B) Análisis de la región que 
amplificarían los oligonucleótidos utilizados en la reacción FCR-int/Vim-R si se utilizaran en el 
mismo integrón, el producto esperado sería de 1163 pb. 

 

Para intentar determinar el tamaño de la región variable se realizó una PCR para 

amplificar desde el gen blaVIM-23 al gen sul, sin embargo, no se obtuvo ningún 

producto (Figura 12).   
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de la reacción Vim-F/FRC-sul. Carril 1: Marcador 
de peso molecular, carril 2: blanco y carril 3: K. oxytoca del hospital I.S.S.S.T.E número 37 
(KoE37). No se obtuvo ningún producto en esta reacción, por lo que no se determinó la región 
variable que conforma a este integrón.  

 

8.2.  Cepas aisladas de pacientes del Hospital General Regional No. 72 

I.M.S.S. Tlalnepantla. 

Las 6 cepas provenientes de este hospital se recuperaron de 5 pacientes 

neonatos, hospitalizados en el servicio de UCIN, tres femeninos y dos 

masculinos, todas las cepas se aislaron de hemocultivo.  Cuatro cepas se 

identificaron como K. pneumoniae (KpS1, KpS2, KpS3, KpS5) y 2 como K. 

oxytoca (KoS4 y KoS6); las cepas KpS2 y KpS5 provenían del mismo paciente 

y fueron aisladas con 7 días de diferencia. Ninguna de estas cepas presentó 

fenotipo hipermucoide.  

8.2.1. Perfil de sensibilidad antibiótica 

El perfil de susceptibilidad antimicrobiana de las 4 cepas de K. pneumoniae fue 

muy parecido, todas fueron resistentes a todos los antibióticos probados de las 

familias de: inhibidores de la betalactamasa, cefalosporinas, monobactámicos, 
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carbapenémicos, aminoglucósidos y sulfonamidas; y 3 de estas 4 cepas fueron 

resistentes a quinolonas, KpS3 fue la única con sensibilidad a esta familia. Las 

cuatro cepas no presentaron fenotipo BLEE ni fenotipo AmpC (Tabla 14). 

Las 2 cepas de K. oxytoca fueron resistentes a cefalosporinas de tercera 

generación, monobactámicos, tetraciclinas, aminoglucósidos y sulfonamidas. El 

fenotipo BLEE se observó en las 2 cepas; mientras que el fenotipo AmpC no se 

observó en ninguna cepa.  

Tabla 14. Perfil de resistencia y fenotipos observados en las 6 cepas aisladas de pacientes 
del Hospital General No. 72 I.M.S.S. Tlalnepantla. 

 

Abreviaturas: AMC: ácido clavulánico, TZP: Piperacilina con tazobactam, CZ: Cefazolina, FOX: 
Cefoxitina, CTX: Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, MEM: 
Meropenem, IMP: Imipenem, TC: Tetraciclina, AN: Amikacina, GM: Gentamicina, NN: 
Trobamicina, CIP: Ciprofloxacino, NOR: Norfloxacino, SXT: Trimetoprim con sulfametoxazol, 
BLEE: Betalactamasa de espectro extendido, AmpC: Enzima tipo AmpC. 

 

8.2.2. Identificación de genes de resistencia 

En las cuatro cepas de K. pneumoniae se encontraron los genes blaSHV (Figura 

13), blaTEM (Figura 14), blaCTXM (Figura 15) y blaVIM (Figura 16), mientras que las 

2 cepas de K. oxytoca portaron los genes blaTEM y blaCTXM, pero no los de blaSHV 

y blaVIM.  
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 Figura 13: Productos de PCR de las 6 
cepas del Hospital General No.72 I.M.S.S. 
Tlalnepantla en la que se buscó al gen 
blaSHV. Carril 1: marcador de peso 
molecular, carril 2: blanco, carril 3: Control + 
Kpn003, carril 4: control + E. coli 4431, carril 
5: KpS1, carril 6: KpS2, carril 7: KpS3, carril 
8: KoS4, carril 9: KpS5, carril 10: KoS6. Solo 
en las cepas del K. pneumoniae se identificó 
el gen blaSHV. 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Figura 14: Productos de PCR de las 6 
cepas del Hospital General No.72 I.M.S.S. 
Tlalnepantla en la que se buscó al gen 
blaTEM. Carril 1: marcador de peso 
molecular, carril 2: blanco, carril 3: control + 
C4430, carril 4: KpS1, carril 5: KpS2, carril 
6: KpS3, carril 7: KoS4, carril 8: KpS5, carril 
9: KoS6. El gen blaVTEM fue identificado en 
todas las cepas de este hospital. 
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Figura 15: Productos de PCR de 
las 6 cepas del Hospital General 
No.72 I.M.S.S. Tlalnepantla en la 
que se buscó al gen blaCTX-M. Carril 
1: marcador de peso molecular, carril 
2: blanco, carril 3: control + C4430, 
carril 4: KpS1, carril 5: KpS2, carril 6: 
KpS3, carril 7: KoS4, carril 8: KpS5, 
carril 9: KoS6. El gen blaCTX-M fue 
identificado en todas las cepas de 
este hospital. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Productos de PCR de las 6 cepas 
del Hospital General No.72 I.M.S.S. 
Tlalnepantla en la que se buscó al gen blaVIM. 

Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: 
blanco, carril 3: sin muestra, carril 4: KpS1, carril 
5: KpS2, carril 6: KpS3, carril 7: KoS4, carril 8: 
KpS5, carril 9: KoS6. El gen blaVIM fue identificado 
en las cepas de K. pneumoniae de este hospital. 
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Se seleccionó la cepa de K. penumoniae KpS1para mandar a secuenciar los 

amplificados de las PCRs para los genes blaTEM, blaCTXM y blaVIM debido a que 

fue importante para el estudio al tratarse de la primer clona aislada en este 

hospital que junto con las otras 3 pudieron haber estado implicadas en un brote 

nosocomial y a que pertenece a la especie de K. penumoniae ya que ya se 

contaba con una cepa de K. oxytoca con el gen de blaVIM secuenciado. Mediante 

análisis bioinformático de las secuencias parciales obtenidas se demostró que 

los genes correspondían a los buscados por PCR y se observó que las variantes 

con las que comparten mayor semejanza son: blaCTX-M15 (Figura 17), blaTEM-1 

(Figura 18) y blaVIM-23 (Figura 19). 
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Figura 17. Alineamiento de nucleótidos para el análisis bioinformático del gen blaCTXM.  La 
secuencia de la variante blaCTXM-15 reportada en K. pneumoniae y depositada en la base de datos 
GenBank con número de acceso FJ815288.1   se utilizó para comparar la secuencia obtenida de 
la cepa problema KpS1.  
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Figura 18. Alineamiento de nucleótidos para el análisis bioinformático del gen blaTEM. La 
secuencia de la variante blaTEM-1 reportada en K. pneumoniae y depositada en la base de datos 
GenBank con número de acceso MG653126.1 se utilizó para comparar la secuencia obtenida de 
la cepa problema KpS1. 
 

 

 

 

 

 

KpS1      ------------------------GACGTACTTATCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCT 36 

Tem1      ATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCT 60 

                                  * * *  **  ************************* 

 

KpS1      GTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCA 96 

Tem1      GTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCA 120 

          ************************************************************ 

 

KpS1      CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC 156 

Tem1      CGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC 180 

          ************************************************************ 

 

KpS1      GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCC 216 

Tem1      GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATCC 240 

          ************************************************************ 

 

KpS1      CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 276 

Tem1      CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300 

          ************************************************************ 

 

KpS1      GTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTA 336 

Tem1      GTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTA 360 

          ************************************************************ 

 

KpS1      TGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATC 396 

Tem1      TGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTTCTGACAACGATC 420 

          ************************************************************ 

 

KpS1      GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT 456 

Tem1      GGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT 480 

          ************************************************************ 

 

KpS1      GATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG 516 

Tem1      GATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATG 540 

          ************************************************************ 

 

KpS1      CCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT 576 

Tem1      CCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT 600 

          ************************************************************ 

 

KpS1      TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGAAGCAGGACCACTTCTGCGC 636 

Tem1      TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGC 660 

          ****************************************  ****************** 

 

KpS1      TCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCAGGAGCCGGCGAGCGTGGGTCT 696 

Tem1      TCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCT 720 

          ************************************** ******** ************ 

 

KpS1      CGCGTTTCATTGCATCAC--TTTTCCCGACGGTAAGCCCTCCCGTACCATAATTATCTAC 754 

Tem1      CGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTAC 780 

          **** *    *             ** ** **************** * ** ******** 

 

KpS1      TCTACCGGCAGGCAGGAAGGAAGTTTGGCCAAAAAAAAAAGTCCATCCCCTAAA-AAATT 813 

Tem1      ACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATA---GACAGATCGCTGAGATAGGT 837 

           * ** ** ** **** *   *     *    *** *   * *    * ** *   *  * 

 

KpS1      CC---------------------- 815 

Tem1      GCCTCACTGATTAAGCATTGGTAA 861 

           * 
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Figura 19. Alineamiento de nucleótidos que se llevó a cabo para el análisis bioinformático 
del gen blaVIM encontrados en las cepas KpS1 y KoE37. La secuencia de la variante blaVIM-23 

reportada en E. cloacae y depositada en la base de datos GenBank con número de acceso 
NG_050349.1 se utilizó para comparar con las secuencias obtenidas de las cepas problema 
KpS1 y KoE7. 
 

Se amplificaron los genes int1, qacEΔ1 y sul1 en la cepa KpS1 confirmando la 

presencia de un integrón de clase 1 y por medio de la estrategia “primer walking” 

KpneumoniaeVIM-23      ATGTTCAAACTTTTGAGTAAGTTATTGGTCTATTTGACCGCGTCTATCATGGCTATTGCG 60 

KpS1                   ------------------------------------------------------------ 0 

KoE7                   ------------------------------------------------------------ 0 

                                                                                    

 

KpneumoniaeVIM-23      AGTCCGCTCGCTTTTTCCGTAGATTCTAGCGGTGAGTATCCGACAGTCAGCGAAATTCCG 120 

KpS1                   ------------------------------------------------------------ 0 

KoE7                   ------------------------------------------------------------ 0 

                                                                                    

 

KpneumoniaeVIM-23      GTCGGGGAGGTCCGGCTTTACCAGATTGCCGATGGTGTTTGGTCGCATATCGCAACGCAG 180 

KpS1                   ----------------------------------------------------------TT 2 

KoE7                   ------------------------------------------------------------ 0 

                                                                                    

 

KpneumoniaeVIM-23      TCGTTTGATGGCGCAGTCTACCCGTCCAATGGTCTCATTGTCCGTGATGGTGATGAGTTG 240 

KpS1                   GCACGATGAGGCGCAGTCTACCCGTCCA-TGGTCTCATTGTCCGTGATGGTGATGAGTTG 61 

KoE7                   -----------------CTACCCGTCCA-TGGTCTCATTGTCCGTGATGGTGATGAGTTG 42 

                                        *********** ******************************* 

 

KpneumoniaeVIM-23      CTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAAACACAGCGGCACTTCTCGCGGAGATTGAG 300 

KpS1                   CTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAAACACAGCGGCACTTCTCGCGGAGATTGAG 121 

KoE7                   CTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAAACACAGCGGCACTTCTCGCGGAGATTGAG 102 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      AAGCAAATTGGACTTCCTGTAACGCGTGCAGTCTCCACGCACTTTCATGACGACCGCGTC 360 

KpS1                   AAGCAAATTGGACTTCCTGTAACGCGTGCAGTCTCCACGCACTTTCATGACGACCGCGTC 181 

KoE7                   AAGCAAATTGGACTTCCTGTAACGCGTGCAGTCTCCACGCACTTTCATGACGACCGCGTC 162 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      GGCGGCGTTGATGTCCTTCGGGCGGCTGGGGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACACGC 420 

KpS1                   GGCGGCGTTGATGTCCTTCGGGCGGCTGGGGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACACGC 241 

KoE7                   GGCGGCGTTGATGTCCTTCGGGCGGCTGGGGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACACGC 222 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      CGGCTAGCCGAGGTAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCACTCTCTAGAAGGACTCTCATCG 480 

KpS1                   CGGCTAGCCGAGGTAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCACTCTCTAGAAGGACTCTCATCG 301 

KoE7                   CGGCTAGCCGAGGTAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCACTCTCTAGAAGGACTCTCATCG 282 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      AGCGGGGACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGTAGAACTCTTCTATCCTGGTGCTGCGCATTCG 540 

KpS1                   AGCGGGGACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGTAGAACTCTTCTATCCTGGTGCTGCGCATTCG 361 

KoE7                   AGCGGGGACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGTAGAACTCTTCTATCCTGGTGCTGCGCATTCG 342 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      ACCGACAACTTAGTTGTGTACGTCCCGTCTGCGAGTGTGCTCTATGGTGGTTGTGCGATT 600 

KpS1                   ACCGACAACTTAGTTGTGTACGTCCCGTCTGCGAGTGTGCTCTATGGTGGTTGTGCGATT 421 

KoE7                   ACCGACAACTTAGTTGTGTACGTCCCGTCTGCGAGTGTGCTCTATGGTGGTTGTGCGATT 402 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      TATGAGTTGTCAAGCACGTCTGCGGGGAACGTGGCCGATGCCGATCTGGCTGAATGGCCC 660 

KpS1                   TATGAGTTGTCAAGCACGTCTGCGGGGAACGTGGCCGATGCCGATCTGGCTGAATGGCCC 481 

KoE7                   TATGAGTTGTCAAGCACGTCTGCGGGGAACGTGGCCGATGCCGATCTGGCTGAATGGCCC 462 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      ACCTCCATTGAGCGGATTCAACAACACTACCCGGAAGCACAGTTCGTCATTCCGGGGCAC 720 

KpS1                   ACCTCCATTGAGCGGATTCAACAACACTACCCGGAAGCACAGTTCGTCATTCCGGGGCAC 541 

KoE7                   ACCTCCATTGAGCGGATTCAACAACACTACCCGGAAGCACAGTTCGTCATTCCGGGGCAC 522 

                       ************************************************************ 

 

KpneumoniaeVIM-23      GGCCTGCCGGGCGGTCTAGACTTGCTCAAGCACACAACGAATGTTGTAAAAGCGCACACA 780 

KpS1                   GGCCTGCCGGGCGGTCTAGACTTGCTCAAACACACAGCTAAACGATGAGA---------- 591 

KoE7                   GGCCTGCCGGGCGGTCTAGACTTGCTCAAGCACACA------------------------ 558 

                       *****************************.******                         

 

KpneumoniaeVIM-23      AATCGCTCAGTCGTTGAGTAGCA 803 

KpS1                   ----------------------- 591 

KoE7                   ----------------------- 558 
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se observó mediante un análisis bioinformático la posibilidad de que el gen blaVIM-

23 pudiera estar unido a una integrasa, debido a la amplificación de un producto 

de alrededor de 1200 pb (Figura 20), que corresponde a las 1163 pb esperadas, 

tomando como modelo la secuencia de un integrón encontrado en una cepa K. 

oxytoca reportada en México (número de acceso: FJ627181.1). 

Figura 20: Productos de PCR del ensayo “primer 

walking” con la reacción FRC-int/Vim-R llevada 

a cabo en KpS1 y KoE37. Carril 1: Marcador de 

peso molecular, carril 2: Control negativo PE52, 

carril 3: cepa de K. oxytoca aislada del Hospital 

I.S.S.S.T.E. (KoE37), carril 4: cepa de K. 

pneumoniae aislada del Hospital General No.72 

I.M.S.S. Tlalnepantla (KpS1), carril 5: blanco. La 

cepa KpS1 y la cepa KoE37 mostraron un producto 

del mismo tamaño que se encuentra cercano a la 

banda de 1200 pb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.2.3. Extracción plasmídica de las cepas de Klebsiella 

aisladas de pacientes del Hospital General Regional No. 72 

I.M.S.S. Tlalnepantla. 

A las 6 cepas aisladas de este hospital se les realizó extracción plasmídica 

observando 2 patrones de bandeo: uno compartido por las 4 cepas de K. 

pneumoniae (KpS1, KpS2, KpS3, KpS5) y otro por las 2 cepas de K. oxytoca 

(KoS4 y KoS6) (Figura 21). En las cepas de K. pneumoniae se logró observar 

dos bandas plasmídicas y en las cepas de K. oxytoca se observó una banda 
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plasmídica que se encuentra a la misma altura del plásmido más pequeño de las 

cepas de K. pneumoniae.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Perfil plasmídico de las cepas del Hospital General Regional No. 72 I.M.S.S. 
Tlalnepantla. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control, carril: 3: KpS1, carril 4: 
KpS2, carril 5: KpS3, carril 6: KoS4, carril 7: KpS5, carril 8: KoS6. Se puede observar en el carril 
3,4,5 y 7 el mismo patrón de bandeo, y en el carril 6 y 8 la misma banda plasmídica a la altura 
de la banda plasmídica más pequeña de los otros carriles.  

 

8.2.4. Relación Clonal de las cepas de Klebsiella aisladas de 

pacientes del Hospital General Regional No. 72 I.M.S.S. 

Tlalnepantla. 

Debido a que las 4 cepas de K. pneumoniae y las 2 cepas de K. oxytoca 

presentaban semejanzas entre las integrantes de su misma especie como tener 

el mismo resistotipo, albergar los mismos genes de resistencia antimicrobiana y 

tener el mismo patrón de bandeo en la extracción plasmídica; se decidió 

determinar su relación clonal por PFGE-Xba1 (Figura 22). Las cepas fueron 

distribuidas en 4 pulsotipos por el análisis UPGMA de los patrones de restricción 

generados, repartidas en dos grupos generados por el coeficiente de Dice que 

mostraron lo siguiente: en el grupo A se agruparon 4 cepas de K. pneumoniae 
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(KpS1, KpS2, KpS3, KpS5) lo cual nos indica que están genéticamente 

relacionadas y en el grupo B se encontraron las 2 cepas de K. oxytoca (KoS4 y 

KoS6), las cuales de acuerdo a los criterios de Tenover (Tenover et al., 1995), 

son indistinguibles.   

 

Figura 22. Dendograma UPGMA, PFGE de los patrones de restricción obtenidos con la 
digestión enzimática Xba1 y pulsotipo de las cepas aisladas de pacientes del Hospital 
General No. 72 I.M.S.S. Tlalnepantla. La clasificación del Pulsotipo fue realizada con base al 
análisis de agrupación utilizando el coeficiente de Dice (valor >85%) de acuerdo a los criterios 
de Tenover (Tenover et al., 1995). Los pulsotipos 1, 2a, 2b y 3 forman el grupo A; y el pulsotipo 
4a y 4b forman el grupo B ya que mostraron el mismo coeficiente de DICE (100%). Se usó como 
control la cepa de K. pneumoniae ATCC 7603. 

8.3.  Cepas aisladas de pacientes del Hospital I.S.S.S.T.E.P  

Las 3 cepas provenientes de este Hospital se recuperaron de muestras de cultivo 

de secreción de 3 pacientes masculinos adultos, 2 cepas provenientes del 

servicio de geriatría y 1 del servicio de cirugía general. Las tres cepas se 

identificaron como K. pneumoniae.  

8.3.1. Perfil de sensibilidad.  

La cepa KpP2 presento un fenotipo de resistencia a tetraciclinas, quinolonas, 

anfenicoles, sulfamidas y a los betalactámicos, la cepa KpP6 presentó 

resistencia a tetraciclinas, aminoglucósidos, quinolonas, anfenicoles, sulfamidas 

y a los betalactámicos, la cepa KpP7 fue resistente a tetraciclinas, 

aminoglucósidos, sulfonamidas y a los betalactámicos y las cefalosporinas de 

segunda generación. Ninguna de las 3 cepas fue resistente a carbapenémicos. 

Se observó el fenotipo BLEE en las cepas KpP2 y KpP7, mientras que el fenotipo 

AmpC no se observó en ninguna cepa (Tabla 15).  



Determinación fenotípica y molecular de la resistencia antimicrobiana en cepas de Klebsiella spp. aisladas de 

diferentes hospitales mexicanos. 
 

  

Resultados 62 

 

Tabla 15. Perfil de resistencia y fenotipos observados en las cepas aisladas de pacientes 
del I.S.S.S.T.E.P.  

 

Abreviaturas: AMC: ácido clavulánico, TZP: Piperacilina con tazobactam, CZ: Cefazolina, FOX: 
Cefoxitina, CTX: Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, TC: 
Tetraciclina, AN: Amikacina, GM: Gentamicina, NN: Trobamicina, CIP: Ciprofloxacino, LVX: 
Levofloxacino, NOR: Norfloxacino, NAL: Ácido nalidíxico, CL: Cloranfenicol, SXT: Trimetoprima 
con sulfametoxazol, BLEE: Betalactamasa de espectro extendido, AmpC: Enzima tipo AmpC. 

8.3.2. Búsqueda de genes de resistencia  

En las 3 cepas se encontraron los genes blaSHV y blaTEM (Cepas KpP2, KpP6, 

KpP7), mientras que el gen blaCTXM se encontró solo en una cepa (Cepa KpP2).  

8.4.  Cepas aisladas de pacientes del Hospital para el niño Poblano. 

Las 3 cepas de este hospital se recuperaron de 3 pacientes en los que no se 

especificó el servicio donde se atendieron, y provenían de diferentes sitios 

anatómicos, 2 aisladas en dos pacientes adolescentes y una en un paciente 

infantil. Las 3 cepas se identificaron como K. pneumoniae. 

8.4.1. Perfil de sensibilidad 

La cepa KpN29 fue resistente a los betalactámicos incluidos los carbapenémicos 

y a tobramicina. La cepa KpN39 presentó resistencia a tetraciclinas, quinolonas, 

sulfonamidas y a tobramicina. La cepa KpN24 fue sensible a todos los 

antibióticos probados. No se observó el fenotipo BLEE ni el AmpC en estas 3 

cepas (Tabla 16). 
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Tabla 16. Perfil de resistencia y fenotipos observados en las cepas aisladas de pacientes 

del H.N.P.  

AMC: ácido clavulánico, TZP: Piperacilina con tazobactam, CZ: Cefazolina, FOX: Cefoxitina, 
CTX: Cefotaxima, CAZ: Ceftazidima, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, MEM: Meropenem, IMP: 
Imipenem, TC: Tetraciclina, AN: Amikacina, GM: Gentamicina, NN: Trobamicina, CIP: 
Ciprofloxacino, LVX: Levofloxacino, NOR: Norfloxacino, NAL: Ácido nalidíxico, CL: Cloranfenicol, 
SXT: Trimetoprima con sulfametoxazol, BLEE: Betalactamasa de espectro extendido, AmpC: 
Enzima tipo AmpC. 

8.4.2. Búsqueda de genes de resistencia 

Las 3 cepas portaron el gen blaSHV y solo la cepa KpN29 portó el gen blaVIM y 

ninguna cepa porto los otros genes buscados. 

8.5.  Laboratorio Clínico Especializado “Los Ángeles” de la ciudad de 

Puebla. 

Las 3 cepas aisladas de este laboratorio se aislaron de muestras de faringe y se 

recuperaron de tres pacientes diferentes, dos del sexo femenino y una del sexo 

masculino. Las tres cepas se identificaron como K. pneumoniae.  

8.5.1. Perfil de sensibilidad 

Las 3 cepas presentaron sensibilidad a todos los antimicrobianos probados y se 

observó el fenotipo BLEE ni AmpC en ninguna de estas cepas (Tabla 17). 

Tabla 17. Perfil de resistencia y fenotipos observados en las cepas aisladas de pacientes 

del Laboratorio Clínico. 
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8.5.2. Búsqueda de genes de resistencia  

Se encontró al gen blaSHV en las tres cepas, mientras que no portaron ninguno 

de los otros genes buscados. 

8.6.  Cepas hipermucoides 

A todas las cepas estudiadas de los diferentes hospitales se les realizó el estudio 

de “prueba fenotípica de cuerda” en busca de cepas hipermucoides.  Se 

encontraron 9 cepas hipermucoides, todas de la especie K. pneumoniae. Cinco 

provenientes del Hospital I.S.S.S.T.E., de las cuales la cepa KpE23 generó un 

“hilo mucoide” de hasta 4 cm y las cepas KpE46, KpE47, KpE49 y KpE50, las 

cuales fueron aisladas del mismo servicio hospitalario y que presentaron un “hilo 

mucoide de 0.5 cm. Las cepas KpE46, KpE47 y KpE50 fueron aisladas de un 

mismo paciente en diferentes fechas. Las 5 cepas de este hospital presentaron 

resistencia antimicrobiana. Otras tres cepas provenientes del Laboratorio Clínico 

“Los Ángeles”, aisladas de infecciones de la comunidad, KpLC9, KpLC10 y 

KpLC19, presentaron “hilos mucoides” de hasta 5 cm y todas mostraron 

sensibilidad a los antibióticos probados. Por último, una cepa del Hospital para 

el Niño Poblano, la cepa KpN24 presentó un “hilo mucoide” de hasta 5 cm 

también y fue sensible a los antibióticos. En ninguna de las 9 cepas 

hipermucoides de este estudio se encontró el gen rmpA asociado al fenotipo 

hipermucoide (tabla 18), por lo que se podría deber a mutaciones en alguno de 

los otros genes reportados en la literatura como responsables del fenotipo 

mucoide entre los que se encuentran el gen wzy y el cluster de genes cps 

(Paczosa y Mecsas, 2016). 
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Tabla 18. Datos principales de las cepas hipermucoides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Las cepas KpE46, KpE49 y KpE50 fueron aisladas del mismo paciente. En ninguna de las 9 

cepas se encontró el gen rmpA. 
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9.  DISCUSIÓN 

Se incluyeron en el estudio un total de 75 cepas, 69 cepas de K. pneumoniae y 

6 cepas de K. oxytoca, lo que hace evidente el alto número de infecciones 

causadas por K. pneumoniae a diferencia de K. oxytoca. Especialistas en el 

género han calculado que la relación de infecciones causadas por estas especies 

es de 4 a 1 (Brisse et al., 2006), respectivamente; aunque bajo los criterios 

utilizados en este estudio la proporción fue mucho mayor, siendo de 11.5 a 1, 

debido, principalmente a que se buscaron y se seleccionaron cepas 

multidrogorresistentes, y K.  pneumoniae es la especie clínicamente más 

importante de este género y la que más ha adquirido determinantes de 

resistencia en los últimos años (Paczosa y Mecsas, 2016). 

Las cepas son provenientes de 4 hospitales mexicanos, de donde se obtuvieron 

aislados de infecciones nosocomiales, y de un laboratorio privado de la ciudad 

de Puebla, del que se obtuvieron cepas provenientes de infecciones adquiridas 

en la comunidad. El servicio hospitalario de donde se aislaron más cepas fue 

Medicina Interna, seguido de UCIN y Pediatría, similar a lo observado en varios 

estudios de vigilancia epidemiológica alrededor del mundo (Magill et al., 2014; 

Chetcuti et al., 2014); encontrando que los grupos de edad principalmente 

afectados fueron: neonatos en primer lugar, infantes en segundo lugar y adultos 

mayores en tercer lugar, semejante a lo que se ha reportado en México 

(Rodríguez, 2018; RHOVE, 2017) y el mundo (Brisse et al, 2006; Magill et al, 

2014; EARS, 2018). Los principales orígenes de las muestras fueron urocultivo, 

hemocultivo y lavado bronco-alveolar, que corresponde a los principales sitios 

de infección conocidos del género Klebsiella spp. (Paczosa y Mecsas, 2016; 

Bengoechea y Sa Pessoa, 2019).  

El 65.2% (43/69) de las cepas de K. pneumoniae de este estudio fue resistente 

a cefalosporinas de tercera generación, aminoglucósidos y quinolonas, perfil de 

resistencia que concuerda con lo reportado en estudios de vigilancia 

epidemiológica de Klebsiella spp. en Europa (EARS, 2018), E.E.U.U. (Magill et 

al., 2014) y México (RHOVE, 2017). Este fenotipo de resistencia es de gran 

preocupación al tratarse de las familias de antimicrobianos que son utilizadas 

como primera elección en la práctica médica, dejando como última opción el uso 
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de carbapenémicos, familia a la que fue resistente el 8.69% (6/69) de las cepas 

de K. pneumoniae y el 50% (3/6) de las cepas de K. oxytoca, y en la que también 

se ha observado un incremento en la resistencia en los últimos años (Rodriguez 

et al., 2018), por lo que se complica aún más el tratamiento de este tipo de 

infecciones en las que las opciones son cada vez menores.  

La Cefoxitina [18.66% (14/75)], la Amikacina [25.33% (19/75)] y el Cloranfenicol 

[26.66% (20/75)], fueron los antimicrobianos con tasas de resistencia más bajas 

en este estudio, lo cual, de igual manera concuerda con lo reportado por diversos 

estudios de vigilancia epidemiológica (EARS, 2018; RHOVE, 2017). Estos 

antimicrobianos podrían ser utilizados como segunda opción ante infecciones 

complicadas, además de que ya han sido probados y analizados en diferentes 

estudios para el tratamiento de infecciones ocasionadas por el género Klebsiella, 

por ejemplo, la Amikacina fue puesta a prueba como terapia combinada junto 

con la polimixina B para eliminar cepas de K. pneumoniae, encontrando que esta 

combinación potencia a ambos antimicrobianos, requiriendo de cantidades 

mucho menores para eliminar a la bacteria a diferencia de la monoterapia 

(Montgomery et al., 2014).  

En otro estudio el cloranfenicol de igual manera fue usado junto con la polimixina 

B para eliminar cepas multidrogo-resistentes de K. pneumoniae productoras del 

gen blaNDM, siendo efectivo además para que las cepas no desarrollaran 

resistencia a ninguno de los dos antimicrobianos (Rahim et al., 2015); y en el 

caso de la cefoxitina se realizó un estudio retrospectivo que evaluó la eficacia de 

su uso para infecciones del tracto urinario causadas por K. pneumoniae y E. coli 

en el que se concluyó que la cefoxitina es una opción viable para no desarrollar 

bacterias portadoras de genes BLEE (Senard et al., 2019).  

El fenotipo BLEE se observó en el 69.3% (52/75) de las cepas; sin embargo, en 

el  93.3% (70/75) se encontró algún gen codificante para BLEE, ya fuese blaCTX-

M, blaSHV, blaTEM,  o más de uno de estos genes; la razón por la cual no se observó 

el fenotipo en estas cepas a pesar de portar genes capaces de codificar para 

alguna BLEE puede deberse a que las enzimas que portan estas cepas podrían 

ser variantes que ya no son inhibidas por el ácido clavulánico debido a cambios 

en la estructura de la proteína por modificaciones en los aminoácidos (Bush y 
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Jacoby, 2010); lo que hace necesario en posteriores estudios realizar otras 

técnicas fenotípicas más sensibles y específicas para la detección de BLEEs 

como la de ESBL NDP-test (Deepa, et al., 2017) y mandar a secuenciar los 

genes obtenidos por PCR de estas cepas para identificar las variantes que 

portan. 

El fenotipo AmpC no se observó en ninguna de las cepas, ya que este tipo de 

enzimas se encuentran principalmente en otras especies de la familia 

Enterobacteriaceae como E. cloacae, S. marcescens, C. freunddi, P. aeruginosa, 

A. baumannii y E. coli en las que se da como resistencia inducible a través de 

genes ampC o resistencia cromosómica no inducible debida a mutaciones del 

promotor y/o atenuador; y se llega a encontrar con menor frecuencia en las 

especies del género Klebsiella spp. a través de resistencia mediada por 

plásmidos (Tamma et al., 2019), caso que no fue observado en este estudio.  

Se buscaron en todas las cepas los genes codificantes para las betalactamasas 

de espectro extendido blaSHV, blaTEM y blaCTX-M; que son consideradas las BLEE 

clínicamente más significativas (Liakopoulus et al., 2016). El gen blaSHV se 

encontró en un 93.3% (69/75) de las cepas, que corresponde al 100% (69) de 

las cepas de K. pneumoniae, gen que es considerado como ubicuo en esta 

especie (Babini y Livermore, 2000), mientras que en la especie de K. oxytoca no 

se encontró en ninguna cepa a pesar de existir reportes aislados en los que se 

ha encontrado esta enzima en plásmidos. El gen blaTEM que al día de hoy cuenta 

con más de 200 variantes ampliamente distribuidas por toda la familia 

Enterobacteriaceae (Palzkill, 2018), fue encontrado en el 80% (60/75) de las 

cepas y el gen blaCTX-M, que se ha propagado rápidamente en las bacterias Gram 

negativas y al día de hoy es el principal tipo de BLEE que se disemina a nivel 

mundial (Zhang et al, 2016) se encontró en el 72% (54/75) de las cepas. Todas 

las cepas de este estudio presentaron al menos uno de los tres genes 

codificantes para BLEE que se buscaron y un 57.3% (43/75) presentó los tres 

genes, esta confluencia de los tres genes ha sido reportada en otras partes del 

mundo como, por ejemplo: en aislados de infecciones del tracto urinario de un 

hospital Iraní, en el que se reportó un 10.8% de cepas portadoras de los tres 

genes (Dehshiri et al., 2018) y en aislados de infecciones comunitarias en China 
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en las que se encontró que el 8.7% albergaban en concomitancia los genes 

blaSHV y blaCTX-M (Zhang et al., 2016). Los porcentajes de portación de genes 

BLEE que se obtuvieron en este estudio son más grandes comparados a los 

reportados en otros estudios que de forma aislada han estudiado cepas de un 

solo hospital o una sola región, estudios que prevalecen en la literatura, sin 

embargo, en estudios en los que se ha analizado la prevalencia de genes BLEE 

a nivel mundial colocan cifras que son más comparables con las obtenidas en 

este estudio como el realizado por Rossolini y colaboradores en el año 2008 en 

el que por ejemplo reportaron tasas de hasta un 58.5% en la portación de CTX-

M en aislados de K. penumoniae en Taiwan. 

En este estudio se detectaron 9 cepas resistentes a los carbapenémicos, 4 

provenientes del hospital I.S.S.S.T.E. (KpE8, KoE9, KoE37, KoE51), 4 

provenientes del Hospital General Regional No. 72 I.M.S.S. Tlalnepantla (KpS1, 

KpS2, KpS3, KpS5) y 1 del Hospital para el Niño Poblano (KpN29). En la cepa 

KpE8 del Hospital I.S.S.ST.E. no se encontró ningún gen codificante de 

carbapenemasas de los buscados, por lo que sería importante buscar en 

estudios posteriores otro tipo de enzimas que no se buscaron en este estudio y 

que ya han sido reportadas en K. pneumoniae como por ejemplo blaOXA-48 o 

determinar si esta resistencia se debe a otro mecanismo como la disminución de 

la permeabilidad celular (Porinas) o a la expulsión activa de antibióticos (Bombas 

de expulsión). En las otras 8 cepas se encontró el gen blaVIM, el cual se ha 

diseminado ampliamente en la familia Enterobacteriaceae, principalmente en K. 

pneumoniae, desde su descubrimiento en el año de 1997 en Italia, por lo que es 

considerado como endémico en la región mediterránea Europea; sin embargo, 

en los últimos años ha crecido el número de reportes fuera de esta región, siendo 

de especial preocupación el aumento significativo en la región latinoamericana 

(Nordmann et al., 2011; Tzouvelekis et al., 2012; Walsh et al., 2005).  

En dos cepas seleccionadas para secuenciar el gen, se identificó la variante 

blaVIM-23, variante que recientemente en dos estudios epidemiológicos de la 

distribución global de carbapenemasas en Enterobacteriaceae, se determinó su 

presencia en México, ya que no es común encontrarla en otros países a 

diferencia de blaVIM-1 que tiene una distribución global o blaVIM-29 que está 
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presente en Arabia Saudi e Inglaterra (Matsumura et al., 2017; Kazmierczak et 

al., 2016). Las cepas en las que se identificó la variante blaVIM-23 fueron KoE37 

que proviene del Hospital I.S.S.S.T.E. y que pertenece a la especie K. oxytoca y 

la cepa KpS1 proveniente del Hospital General Regional No. 72 I.M.S.S. 

Tlalnepantla y que pertenece a la especie K. pneumoniae, cepas en las que 

posteriormente se identificaron los genes int1, qacE∆1 y sul1 característicos de 

los integrones de clase1. Sabiendo que los genes de carbapenemasas que porta 

K. pneumoniae son transportados por elementos genéticos movilizables, 

incluidos plásmidos y transposones e integrones que les permiten ser 

diseminados de fácil manera a otros miembros de la familia Enterobacteriaceae 

y que particularmente el gen blaVIM es común encontrarlo  asociado a estructuras 

de integrones de clase 1, ubicadas dentro de transposones que a su vez son 

transportados en diferentes tipos de plásmidos de amplio rango de hospedero 

(Pitout et al., 2015), se decidió llevar a cabo la estrategia “primer walking” con la 

que se analizó la posibilidad de que el gen blaVIM-23 se encontrara asociado a un 

integrón de clase 1. De esta manera se encontró mediante análisis 

bioinformático, la posible relación del gen blaVIM-23 con un integrón de clase 1 en 

las cepas KoE37 y KpS1, que de ser confirmado en futuros estudios en los que 

se determine al 100% la estructura de estos integrones, resultaría interesante al 

tratarse de dos cepas provenientes de hospitales diferentes, de especies 

diferentes y aisladas en un periodo de tiempo diferente que podrían contener 

estructuras similares en las que albergan al gen blaVIM-23. De ser así no sería este 

el primer reporte en el que el gen blaVIM se encuentra con estructuras similares 

a nivel intergénero en México, puesto que en el año 2009 Morfín-Otero y 

colaboradores reportaron dos aislados de E. cloacae y uno de K. oxytoca que 

acarreaban el gen blaVIM-2 en un integrón que a su vez era acarreado por un 

plásmido de 450 kb. 

En las 4 cepas de K. pneumoniae del Hospital General Regional No. 72 I.M.S.S. 

Tlalnepantla resistentes a los carbapenémicos, que comparten el grupo A de los 

pulsotipos en la PFGE-Xba1, se podría pensar que estuvieron implicadas en un 

brote intrahospitalario de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN) por 

el periodo de tiempo de aislamiento (Anexos 1) y su relación clonal. Se tendría 

que complementar este estudio con un análisis retrospectivo de un periodo de 
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tiempo más amplio de las IAAS reportadas en este hospital para determinar 

realmente el alcance que pudo haber tenido esta clona; sin embargo, es 

importante tener en cuenta que K. pneumoniae es la especie bacteriana más 

aislada de UCIN en todo el mundo (Magill et al., 2014; EARS, 2018; RHOVE, 

2017). 

Estas estadísticas no son observadas en ningún otro servicio de salud 

hospitalario, por lo que los brotes en UCIN causados por bacterias del género 

Klebsiella spp. productoras de BLEE y/o carbapenemasas, son una constante 

con la que se han enfrentado todos los sistemas de salud pública del mundo 

(Podschun y Ullman, 1998) y que por la presión selectiva que ejerce el uso 

indiscriminado de antibióticos han incrementado en los últimos años (Banerjee 

et al., 2016; Chung The et al., 2015). Como antecedente específico de este 

estudio, es un trabajo de maestría realizado en nuestro grupo de investigación 

en el que se detectó un brote en la UCIN del Hospital San Alejandro I.M.S.S. de 

Puebla en el que se vieron involucradas 24 cepas de K. pneumoniae.   

En Europa es en donde se han abordado de mejor manera estos casos, se han 

hecho estudios para entender la rápida diseminación del patógeno y su 

comportamiento durante brotes epidémicos (Fabbri et al., 2013; Herruzo et al., 

2017), llegando a implementar medidas drásticas como el cierre de una UCIN en 

Alemania durante más de 3 años hasta esclarecer las causas del brote, después 

de darse a conocer en medios de comunicación y atraer la atención pública 

(Haller et al., 2015); y otros en los que se han analizado los factores de riesgo 

que presentan los neonatos ante una infección de este tipo (Auriti et al., 2003). 

A través de estos estudios, se concluye que es muy importante no subestimar el 

alcance que pueden tener este tipo de infecciones, por lo que se deben 

establecer sistemas de vigilancia para la detección de brotes con una evaluación 

estandarizada y ante la menor sospecha tomar medidas drásticas como el 

aislamiento de los neonatos sin posibilidad de ver a sus familiares, el cierre de 

las unidades y la sanitización constante de toda la unidad incluidos desagües y 

vías de ventilación, además de reforzar las medidas de seguridad sanitaria entre 

el persona medico de  este servicio para poder controlar la extensión del brote, 

confirmar las rutas de transmisión e identificar las fuentes probables de 
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contaminación. Este tipo de estudios debe hacerse de manera más frecuente 

para conocer que sucede en hospitales mexicanos y tomar las medidas 

necesarias para contener las infecciones nosocomiales causantes por este tipo 

de microorganismos MDR.  

En este estudio se reportaron 9 cepas hipermucoides, 3 de estas cepas fueron 

aisladas de infecciones adquiridas en la comunidad en pacientes jóvenes y 

presentaron sensibilidad a los antimicrobianos, características principales de las 

cepas “hipervirulentas” (Catalán et al., 2017; Garza-Ramos et al., 2018), 

mientras que las otras 6 cepas fueron aisladas de infecciones nosocomiales en 

adultos mayores, con diferentes niveles de resistencia a los antimicrobianos, 

características menos frecuentes en las cepas “hipervirulentas” pero que se han 

llegado a reportar en diferentes estudios, principalmente los realizados en países 

asiáticos(Lee et al., 2017; Zhang et al., 2016), como el realizado por Guo y 

colaboradores en el año 2017 en el que de un total de 389 cepas se encontraron 

84 hipermucoides y 4 de estas fueron resistentes a los carbapenémicos, mientras 

que en los países occidentales son muy pocos los reportes de resistencia en este 

tipo de cepas. La resistencia antimicrobiana en las cepas hipervirulentas ha 

llevado el mismo camino que el de las cepas clásicas en las que se ha observado 

que en los ambientes intrahospitalarios tienden a adquirir determinantes de 

resistencia debido a la presión de selección ocasionada por el uso de 

antimicrobianos pero en este caso es un doble riesgo al mantener sus genes que 

le confieren hipervirulencia por lo que representan un doble riesgo en caso de 

volverse MDR (Shon et al., 2013)..  

En las nueve cepas se buscó el gen rmpA y no se encontró en ninguna de ellas, 

demostrando así que la hiperproducción capsular está siendo adquirida por otros 

mecanismos, como lo podrían ser: mutaciones en el gen wzy que codifica para 

una polimerasa que es esencial para la formación de la estructura característica 

de la cápsula  o mutaciones en el cluster de genes cps que contiene genes 

encargados de sintetizar, ensamblar y trasladar componentes del polisacárido 

capsular de K. pneumoniae (Catalán et al., 2017).  

Ninguna de estas cepas causó infecciones sistémica, como, meningitis o 

absceso hepático, y tampoco causaron infección en tejidos blandos, como 



Determinación fenotípica y molecular de la resistencia antimicrobiana en cepas de Klebsiella spp. aisladas de 

diferentes hospitales mexicanos. 
 

  

Discusión 73 

 

endoftalmitis o fascitis, infecciones que están relacionadas con las cepas 

hipervirulentas adquiridas en la comunidad (Pomakova et al., 2012), y que en 

algunos estudios priorizan determinar para correlacionar su fenotipo con su 

virulencia y así poder relacionarlas a cepas consideradas “hipervirulentas” que 

fueron reportadas por primera vez en los países del sudeste asiático en los que 

al día de hoy es un grave problema de salud pública (Shon et al., 2013). Sin 

embargo, en los países occidentales han ido en aumento los aislados de cepas 

que cumplen con el fenotipo y que albergan algún gen implicado en la 

hiperproducción de capsula, pero que no son causantes de las infecciones como 

las observadas en el sudeste asiático (Alcántar-Curiel y Girón, 2015).  

Derivado de múltiples discusiones para determinar cuáles son las características 

específicas de una cepa “hipervirulenta”, se ha llegado a considerar que no todas 

las cepas hipermucoides son precisamente hipervirulentas, ni es necesario que 

los aislados causen infecciones específicas, ni se reservan a un solo mecanismo 

de hiperproducción capsular (Catalán et al., 2017; Broberg et al., 2014), por lo 

que aun cabe la posibilidad de que las cepas hipermucoides de este estudio 

puedan llegar a ser consideradas como cepas “hipervirulentas”, aunque haría 

falta determinar en futuros estudios los genes implicados en la hiperproducción 

capsular y genes de virulencia asociados al fenotipo hipermucoide como el 

cluster de genes iro que codifican para el sideróforo salmochelina, el cluster de 

genes iuc  que codifican para el sideróforo aerobactina y el gen allS que está 

asociado al metabolismo de alantoína. . 
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10.  CONCLUSIONES 

En este estudio se encontraron cepas multidrogorresistentes de K. pneumoniae 

y en menor número K. oxytoca causantes de infecciones nosocomiales y 

portadoras de los genes blaSHV, blaTEM y blaCTX-M. 

El fenotipo de resistencia conjunta a cefalosporinas de tercera generación, 

aminoglucósidos y quinolonas fue común en las cepas de K. pneumoniae.  

Las cepas de K. oxytoca presentaron resistencia a carbapenémicos más que en 

K. pneumoniae. La mayoría de estas cepas fueron portadoras del gen blaVIM y en 

dos cepas de diferente especie y de diferentes hospitales se identificó el blaVIM-

23, siendo este el primer reporte en Klebsiella. 

Las cepas de K. pneumoniae del Hospital General No.72 I.M.S.S. Tlalnepantla 

compartieron semejanzas en el perfil plasmídico y tuvieron relación clonal, por lo 

que podrían haber estado implicadas en un brote nosocomial de la UCIN. 

Se identificaron cepas hipermucoides aisladas de infecciones nosocomiales y 

adquiridas en la comunidad. Las cepas nosocomiales presentaron resistencia 

antimicrobiana, mientras que las cepas de la comunidad fueron sensibles y en 

estas últimas el fenotipo hipermucoide fue mayor. Este hallazgo es de especial 

interés por representar un riesgo en el ambiente nosocomial, ya que puede 

complicar el tratamiento. 
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11.  PERSPECTIVAS  

1. Determinar los mecanismos de resistencia en todas las cepas para otras 

familias de antibióticos como aminoglucósidos y quinolonas.  

2. Identificar las variantes de los genes blaVIM de las cepas faltantes  

3. Determinar el entorno genético de los genes blaVIM-23 e identificar si estos 

son acarreados en integrones y plásmidos que podrían facilitarles su 

diseminación.  

4. Identificar los genes implicados en la hiperproducción capsular de las 

cepas hipermucoides. 

5. Buscar genes de virulencia en las cepas hipermucoides. 

6. Enfocar futuros estudios a la recolección de cepas aisladas de infecciones 

adquiridas en la comunidad por su facilidad de presentar fenotipo 

hipermucoide.  
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13.  ANEXOS 

13.1. Datos principales de las cepas trabajadas en este estudio 

Datos de las cepas que se seleccionaron del Hospital I.S.S.S.T.E. para el 
estudio. 
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Datos de las cepas que se seleccionaron del Hospital I.S.S.S.T.E.P. para el 
estudio 

 

 

Datos de las cepas que se seleccionaron del Hospital General Regional No. 72 
I.M.S.S. Tlalnepantla para el estudio. 

 

 

Datos de las cepas que se seleccionaron del Hospital para el Niño Poblano 
para el estudio. 

 

 

Datos de las cepas que se seleccionaron del Laboratorio Clínico Especializado 

“Los Ángeles” de la ciudad de Puebla para el estudio. 

 

 

 

 

 


