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Resumen

La resistencia antibacteriana en Klebsiella spp. es un problema global, con una
incidencia en las infecciones asociadas a la atencion de la salud, ademas, su
capacidad para diseminarse en entornos hospitalarios y su capacidad para adquirir
genes ha resultado en un notable incremento de resistencia a diversos antibioticos.
Los aminoglucésidos y quinolonas son dos clases importantes de antibidticos
utilizados después de los B-lactamicos para tratar infecciones causadas por bacterias
Gram-negativas, como Klebsiella spp., tanto en entornos hospitalarios como en la
comunidad. Se analizaron 55 cepas de Klebsiella spp. aisladas de dos hospitales
durante los afios de pandemia de COVID-19, donde se llevo a cabo la identificacion
por Vitek2, y posteriormente en nuestro laboratorio una confirmacion de género por
pruebas bioquimicas, determinacion del fenotipo BLEE y/o AmpC, Kirby-Bauer y la
determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI). Del mismo modo se hizo la
identificacion de genes de resistencia por PCR de los genes de resistencia a
aminoglucésidos (aac(3)-11 y aac(6’)-1b ) y quinolonas (gnrA y gnrB). Por ultimo, se
determind la relacion clonal mediante PFGE-Xbal en las 29 cepas de Klebsiella
pneumoniae del Hospital para el Nifio Poblano. Se identificaron 30 cepas de K.
pneumoniae y 2 cepas de Klebsiella oxytoca del Hospital para el Nifio Poblano, y 22
cepas de K. pneumoniae y 1 cepa de K. oxytoca en el Hospital regional I.S.S.S.T.E.
Durante la pandemia por COVID-19, se observé un aumento notable en la resistencia
a B-lactdmicos, aminoglucdsidos y quinolonas, principalmente en cepas de K.
pneumoniae. El 87% de las cepas presentaron un fenotipo de [B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE). La resistencia a quinolonas fue significativa en el 92% de
las cepas, observandose una discrepancia entre los métodos de Kirby-Bauer y CMI.
En particular, solo el 20.7% de las cepas resistentes con el primer método a amikacina
del Hospital para el Nifilo Poblano mantuvieron concentraciones altas en CMI, entre
264 ug/mly >128 ug/ml. En cuanto a la presencia de genes de resistencia, el 93% y
76% de las cepas de K. pneumoniae fueron positivas para aac(3)-Il y aac(6’)-Ib,
respectivamente. Para las cepas de K. oxytoca el 100% (3/3) fueron positivas a ambos
genes. Mientras que se encontré6 un alto porcentaje del gen gnrB en las cepas
resistentes a quinolonas, donde el 83% (43/52) de las cepas fueron positivas para
gnrB, el gen gnrA no se detectd en ninguna cepa analizada. Por dltimo, a través de la
técnica de PFGE para determinar la relacion clonal, se identificé un grupo con alta
similitud genética (KpNP 17 y KpNP 18) presentando un coeficiente de Dice por arriba
de 0.85. Este estudio evidencia una alta resistencia en cepas de Klebsiella spp. a
multiples antibidticos, con predominio de fenotipos BLEE y genes plasmidicos de
resistencia a aminoglucésidos y quinolonas, lo que puede ser un problema para el
tratamiento de infecciones causadas por este microorganismo, por lo que es
importante su vigilancia, asi como la vigilancia de la K. oxytoca encontrada.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, Klebsiella spp, genes de resistencia a aminoglucésidos, quinolonas.




1. Introduccién

e Caracteristicas generales de Klebsiella spp.
El género Klebsiella se describio por primera vez en el afio 1881, por Von Frisch, quien
observé bacilos encapsulados a partir de muestras clinicas de pacientes con
rinoescleroma. En el afio 1885, se designé el género Klebsiella en honor al
microbidlogo Edwin Klebs (Dong et al., 2022).

Klebsiella spp. pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacterias Gram-
negativas, no méviles. Sin embargo, existen reportes donde se han demostrado que
algunas cepas de K. pneumoniae podrian presentar flagelos polares bajo condiciones
especificas, permitiendo asi la motilidad de la bacteria (Carabarin Lima Alejandro et al.,
2016). Klebsiella spp es una bacteria fermentadora de lactosa, anaerobia facultativa,
capsulada, miden alrededor de 0.5 a 0.8 ym de diametro y de 1 a 2 ym de longitud.
Ademas, son organismos saprofitos, los cuales pueden estar presentes en la
microbiota oral, piel e intestino de animales y humanos, pueden colonizar plantas y
mamiferos e incluso sobrevivir en agua y suelo (Podschun & Ulimann, 1998).

El género Klebsiella actualmente consta de 17 especies: K. pneumoniae ( subespecie
pneumoniae, subespecie ozaenae y subespecie rhinoescleromatis), K.
guasipneumoniae (subespecie quasipneumoniae y subespecie similipnemoniae), K.
varicola (subespecie tropical), K. africana, K. granulomatis, K. aerogenes, K. oxytoca,
K. michiganensis, K. grimontii, K. pasteurii, K. spallanzanii, K. huaxiensis, K. indica, K.
electrica, K. planticola, K. ornithinolytica, K. terrigena.
(https://lpsn.dsmz.de/genus/klebsiella).

Dentro de estas especies, K. pneumoniae es la especie mas conocida y estudiada,
debido a que es una bacteria causante de infecciones nosocomiales oportunistas en
los humanos. De las infecciones causadas con mayor frecuencia estan: sepsis,
neumonia e infecciones urinarias y de tejidos blandos. Klebsiella spp se ha convertido
en una gran amenaza clinica y de la salud publica, ya que ha demostrado la capacidad
de adquirir elementos genéticos moviles como los plasmidos, mediante los cuales
logra obtener genes de virulencia y resistencia, haciendo dificil el tratamiento
antimicrobiano (Bengoechea & Sa Pessoa, 2018).

Actualmente se conocen dos variantes de la especie K. pneumoniae, que generan gran
preocupacion entre los profesionales de la salud. Las cepas de K. pneumoniae clasica
(cKp) y la variante hipervirulenta (hvKp). La variante clasica es causante de infecciones
con mayor frecuencia en pacientes inmunocomprometidos o frecuentemente
expuestos a la atencion médica. Entre las manifestaciones clinicas mas habituales se
encuentra la neumonia e infecciones del tracto urinario, que comunmente progresan a
bacteremia. La variante de K. pneumoniae hipervirulenta (hvKp), se reportd por
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primera vez en los afios 80’s y es un patdgeno capaz de causar infecciones adquiridas
en la comunidad y a menudo en individuos sanos. La infeccion por esta variante puede
progresar a meningitis, endoftalmitis, abscesos en higado y bazo (Russo & Marr,
2019).

La variante clasica representa un gran desafio para los médicos debido al aumento de
las cepas multidrogo resistentes (MDR). Actualmente, las opciones de tratamiento son
limitadas y surge la necesidad del uso de antibioticos que se encontraban en desuso.
Por otro lado, las cepas de K. pneumoniae hipervirulenta han sido en gran medida
susceptibles a los antibioticos. Sin embargo, estas cepas se estan volviendo altamente
resistentes a los antibioticos. Actualmente se tienen cada vez méas informes de cepas
de K. pneumoniae hipervirulentas que causan enfermedades asociadas a la atencion
de la salud, esto denota una gran preocupacion, debido a que puede haber una
diseminacién de cepas resistentes a los antibiéticos capaces de provocar
enfermedades invasivas en individuos sanos y el tratamiento en estos casos seria
limitado (Bengoechea & Sa Pessoa, 2018).

¢ Resistencia antibacteriana un problema a nivel mundial
El descubrimiento de la penicilina en el afio 1928 fue el punto de partida para el
desarrollo de antibidticos de origen microbiano a escala industrial.
Desafortunadamente, desde entonces, el uso indiscriminado de estos antibidticos se
ha visto acompafiado de la rapida aparicion de bacterias resistentes (Russell &
Houlihan, 2003).

A medida que se avanza en el desarrollo de nuevos antibioticos, las bacterias también
evolucionan con el objetivo de resistir los efectos de estos medicamentos. Este
proceso implica la adquisicion de mecanismos de resistencia y la induccion de
mutaciones, lo que da lugar a la aparicién de nuevas cepas resistentes, generando un
desafio significativo para la eficacia de los tratamientos y creando una seria
preocupacion para la salud publica a nivel mundial (Habboush & Guzman, 2023).

Por lo tanto, la resistencia antibacteriana es considerada como la perdida de la
sensibilidad de una bacteria a un antibiético al que originalmente era susceptible. La
Organizacion mundial de la salud (OMS) la reconoce como uno de los tres principales
problemas importantes de salud humana(OMS, 2019).

e Mecanismos de resistencia a los antibiéticos en K. pneumoniae
La resistencia a los antibioticos por K. pneunomiae es dada por diversos mecanismos,
los cuales le pueden conferir resistencia frente a las principales clases de antibiéticos:
B-lactdmicos (incluyendo cefalosporinas y carbapenémicos), aminoglucosidos,
fosfomicina y quinolonas (Ferreira et al., 2019).

Los principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos se presentan en la Figura
1y son:
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1.

Inactivacion o modificacion enzimatica del antibiotico: la produccion de -
lactamasas, B-lactamasas de espectro extendido (BLEE); (blactx-m, blaTem,
blasHv, blaoxa), cefalosporinasas (AmpC) y carbapenemasas (blakpc, blavim,
blaimpe, blanom), representan las enzimas clave para la resistencia a los
antibioticos del grupo de los B-lactamicos, que incluye a las penincilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos. Estas enzimas tienen la
capacidad de realizar la hidrolisis del anillo B-lactamico, caracteristico de los
antibidticos B-lactamicos. Este mecanismo de resistencia permite a las
bacterias la capacidad de inactivar estos antibiéticos, comprometiendo su
eficacia (Santajit & Indrawattana, 2016). Por otro lado, la produccion de enzimas
modificadoras de aminoglucosidos, que generalmente se transportan en
plasmidos, pueden inactivar a los aminoglucésidos mediante acetilacion
(acetiltransferasa, AAC), fosforilacion a través de fosfotransferasa (APH) o
adenilacion mediante las nucleotiltransferasas (ANT). Se han descrito variantes
de estas enzimas con mutaciones, como el gen acc-(6’)-Ib-cr que codifica para
una enzima modificadora también de las quinolonas, como el ciprofloxacino (Li
et al., 2023; Wang et al., 2022) .

Alteracion del sitio blanco del antibiético: es un mecanismo que previene la
unién o reduce la afinidad del antibiético. En K. pneumoniae esto puede ocurrir
a través de mutaciones en el gen que codifica la molécula blanco, cambiando
uno o varios aminoacidos de la secuencia o modificando la estructura proteica.
Un ejemplo, las mutaciones en las proteinas de unién a penicilina (PBPs), que
son el objetivo de los antibiéticos B-lactamicos, disminuyendo su eficacia (Moya
& Maicas, 2020) . También pueden presentarse mutaciones en los genes que
codifican la ADN girasa y la topoisomerasa IV, enzimas diana de las quinolonas,
lo que reduce la afinidad del antibiético. Ademas, proteinas como las Qnr
protegen a la ADN girasa y topoisomerasa IV de la inhibicion por quinolonas
(Correia et al., 2017). Por otro lado, la activacién de proteinas protectoras de
los ribosomas (RPPs) altera los sitios de unién ribos6mica. este mecanismo
incluye la accion de metiltransferasas del ARNr 16S (RMT), codificadas por
genes como armA, rmtB, rmtC, rmtD y rmtF, que modifican nucleétidos
especificos en el ARNr, impidiendo que los aminoglucésidos se unan
eficazmente (Doi et al., 2016)

Perdida y/o mutacion de porinas:

Provoca la disminucién de la entrada de antibiético, causado por modificaciones
en la expresion de porinas en K. pneumoniae. OmpK35 y Ompk36 son las
principales porinas asociadas con resistencia antibiotica en K. pneumoniae y
las mas estudiadas. Se ha reportado que la pérdida de OmpK35 ha demostrado
un aumento en la resistencia a las fluoroquinolonas (ciprofloxacino). Ademas de
estas dos porinas principales, también se han informado de otro tipo de porinas
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de membrana externa, como OmpK37, OmpK38, PhoE y OmpK26 (Kaczmarek
et al., 2006; Rocker et al., 2020) .

4. Aumento de la expresion de la bomba de expulsion del antibidtico: muchos
antibiéticos son transportados activamente fuera de la célula mediante bombas
de eflujo para disminuir las concentraciones a nivel intracelular y evitar que
alcancen sus objetivos blancos. En K. pneumoniae, las principales bombas de
eflujo son OgxAB y AcrAB, las cuales contribuyen a la resistencia a los
antibioticos, favoreciendo la salida de fluoroquinolonas, [-lactamicos,
macrolidos (Zhong et al., 2014).

Decreased uptake
D&
Ql*

-
I

Antibiotic alteration
Loy )
()

1 Efflux pump
Figura 1. Principales mecanismos de Resistencia. 1. Inactivacién y modificacion
enzimatica del antibiético, 2. Alteracion del sitio blanco del antibidtico conduce a una
reduccion de la afinidad del farmaco, 3. Perdida y/o mutacion de porinas, 4. Aumento

de la expresién de la bomba de expulsion del antibiético. Tomada de (Pulingam
et al., 2022)

e Mecanismo de resistencia a aminoglucésidos
En cuanto a la resistencia a los aminoglucésidos, se han encontrado diferentes
mecanismos involucrados en la disminucion de la acumulacién intracelular del
antibidtico: por alteracion de la permeabilidad de la membrana interna o salida activa,
modificacion de la diana por mutaciones en proteinas ribosomicas y la modificacion
enzimatica del farmaco, siendo esta ultima la mas comun (Galimand et al., 2003).
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El mecanismo de resistencia a aminoglucosidos mas comun consiste en la produccion
de enzimas acetiltransferasas(AAC), fosfotransferasas(APH) y nucleotidiltransferasas
(ANT) las cuales son modificadoras de aminoglucdésidos. Dichas enzimas utilizan
cofactores como el ATP o acetil coenzima A, para poder modificar los grupos NHz 0
grupos OH de los antibiéticos aminoglucésidos y desactivarlos. Los genes codificantes
para las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos a menudo sufren mutaciones,
dando lugar a diversas subclases que contribuyen a la variedad de resistencia a
distintos aminoglucdsidos e inclusive a quinolonas (Yang & Hu, 2022).

e Mecanismos de resistencia a quinolonas
Las fluoroquinolonas son agentes bactericidas de amplio espectro. Su funcién es
inhibir la sintesis del ADN al unirse a la ADN girasa (compuesta por 2 subunidades
GyrAy 2 GyrB) y la topoisomerasa IV (compuesta por 2 subunidades ParC y 2 ParE)
bacterianas, un complejo enzimatico que interviene en la modulacién del
superenrollamiento cromosomico requerido para la sintesis de ADN, transcripcion y
division celular (Correia et al., 2017).

El primer mecanismo descrito de resistencia a las quinolonas fue la alteracion del sitio
diana del antibidtico por mutaciones cromosOmicas. La region donde surgen las
mutaciones es una pequefia secuencia de ADN conocida como regién determinante
de la resistencia a las quinolonas (QRDR). Las alteraciones en esta region son
resultantes de sustituciones de aminoécidos, que modifican la estructura de la proteina
diana, por lo tanto, la afinidad de uniéon de la fluoroquinolona al sitio, lo que genera la
resistencia a esta clase de antibioticos (Hooper & Jacoby, 2015).

Ademas de las mutaciones en el cromosoma, se han reportado alteraciones que
provocan una reduccién de la concentracion intracelular del antibiético. Esto puede
deberse a una disminucion de la captacion del antibiético o por un aumento del flujo
de salida, e incluso una combinacién de ambos. La disminucion de la captaciéon esta
dada por pérdida o reduccién de la expresiéon de porinas como OmpK35, mientras que
el aumento de bombas de eflujo como las AcrAB aumentan el flujo de salida
(Fernandez & Hancock, 2012; M. Pham et al., 2019).

En el marco de la resistencia a quinolonas mediada por plasmidos, se han identificado
mecanismos especificos:

e Genes como gepA y ogxAB: codifican bombas de eflujo que confieren menor
susceptibilidad a las fluoroquinolonas (Bush et al., 2020).

e Gen gnr ( del inglés quinole resistance), codifican proteinas que protegen la
ADN girasa de la unién con las quinolonas, actualmente se han descrito cinco
familias de este gen: gnrA, gnrB, gnrS, gnrC y gnrD (Fabrega et al., 2009).

e Gen aac (6')-Ib-cr, codifica una enzima aminoglucoésido 6'-N-acetiltransferasa
que confiere susceptibilidad reducida a la norfloxacina y ciprofloxacina, el gen
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es una variante de aac ( 6 )- Ib que confiere resistencia a los aminoglucdsidos,
aac(6')-Ib-cr, contiene dos sustituciones de aminoacidos en comparacion con el
tipo silvestre, lo que le permite acetilar y, posteriormente, reducir la actividad del
antibiético (Abdulkareem et al., 2023).

2. Antecedentes

2.2 Antecedentes generales

Se ha determinado que el problema a la resistencia antibacteriana en Klebsiella spp.
es un problema a nivel mundial. Esto se ha confirmado a través de trabajos realizados
a lo largo del tiempo y en diferentes partes del mundo. En el afio 2020 Hu et. al., realiza
un estudio sobre la resistencia a los carbapenémicos y demuestra que a lo largo de 4
afos (2015-2019) hubo un aumento de méas del 25%, evidenciando que la
carbapenemasa KPC-2 se encuentra presente hasta en un 70% de las cepas. En otro
estudio realizado en China por Zhang et. al., 2017, donde se analiza aislados de K.
pneumoniae (155 cepas) y sefala que las carbapenemasas estan presentes en un
89% de las cepas estudiadas, siendo las mas frecuentes KPC-2 (77%) y NDM (23%).
Estos resultados destacan que, la resistencia a carbapenémicos esta dada
principalmente por la producciéon de enzimas carbapenémasas y refuerza los
resultados de la investigacion de que KPC-2 es la més frecuentemente encontrada
(Zhang et al., 2018).

En el estudio realizado en Egipto por El-Badawy et. al., 2017, donde se seleccionan
114 cepas de Klebsiella spp., se observa que un porcentaje de ellas presenta
resistencia a ciertos antibioticos. Especificamente, el 60% (68/114) de los aislados
son resistentes a gentamicina, el 26% (30/114) a amikacina, el 47% (54/114)
resistentes a ciprofloxacino y el 43% (49/114) resistentes a levofloxacino.
Posteriormente, se realiza la busqueda de genes y se encontra que las
acetiltransferasas, en particular la variante acc(6’)-Ib, son el tipo mas frecuente de
enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME) presente en un 88 % y la variante
acc(3')-1l en un 58 % en las cepas estudiadas de Klebsiella spp. Este estudio destaca
cdmo un porcentaje significativo de cepas de Klebsiella spp., un patbgeno comun
asociado con infecciones hospitalarias y comunitarias es resistente a varios
antibioticos. Esto tiene implicaciones para el tratamiento de infecciones y la eleccion
de medicamentos efectivos, ademas demuestra la alta frecuencia de las enzimas
modificadoras acetiltransferasa como mecanismos de resistencia a los
aminoglucésidos, estas enzimas pueden propagarse a través de la transferencia
horizontal de genes, lo que significa que las bacterias resistentes pueden transmitir
estos genes de resistencia a otras bacterias, incluso entre diferentes especies. Esto
contribuye a la rapida propagacion de la resistencia a los antibiéticos en las
comunidades bacterianas, haciendo mas dificil el tratamiento de las infecciones (El-
Badawy et al., 2017).
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En el trabajo de Geetha et. al., 2020 se reporta que el gen acc(6)-lIb-cr tiene mayor
prevalencia (89%), seguido de qnrB (12%) y ogxAb (6.3%). Este estudio analiza 110
aislados, y el 88% de ellos presenta un alto nivel de MIC (concentracibn minima
inhibitoria) a ciprofloxacino. Estos hallazgos son consistentes con investigaciones en
otros paises como Irdn, Corea e lIsrael, donde también se obtuvieron resultados
similares en relacion con la presencia de estos genes (Geetha et al., 2020) .

En México, algunos grupos de investigacion realizan y publicn estudios sobre
prevalencia de la resistencia a antibioticos fenotipica y genotipica en K. pneumoniae,
El estudio de Sanchez-Alvarez et. al., 2022, realizado durante el periodo 2018 al 2020,
en cepas de K. pneumoniae, demuestra una incidencia notable de resistencia a
cefalosporinas en el 30%, y a carbapenémicos en el 2.8% (Sanchez-Alvarez et al.,
2022). Esto es preocupante, ya que las cefalosporinas son antibioticos comunmente
utilizados para tratar infecciones bacterianas. En el caso de los carbapenémicos son
el tratamiento de ultimo recurso para infecciones graves, por lo que la presencia de
resistencia a estos antibioticos es alarmante, debido a la limitacion en las opciones de
tratamiento efectivo, lo que puede llevar a un aumento en la morbilidad y mortalidad.

Flores-Valdez et. al., 2021 realiza un estudio en 38 cepas de K. pneumoniae aisladas
a partir de hemocultivos de pacientes pediatricos, los resultados revelan datos
importantes sobre la resistencia antimicrobiana en diferentes clases de antibiéticos,
demostrando el problema significativo en México que puede dificultar gravemente las
opciones de tratamiento efectivo. En cuanto a la resistencia a las quinolonas, se
observa una prevalencia del 97%, ademas, reporta que el 79% de las cepas
presentaban resistencia a los aminoglucosidos. Ademas, se encuentra una altAla
predominancia de los genes ogxA y qnrB (97% ), los cuales estan asociados con
resistencia a las quinolonas. Estos hallazgos coinciden con estudios previos realizados
tanto a nivel mundial como en México (Flores-Valdez et al., 2021).

e Impacto de la pandemia de COVID-19 en la lucha contra la resistencia a los
antimicrobiano

En el afo 2020, durante la pandemia ocasionada por el SARS-CoV-2, se observa un
aumento significativo en el uso de antibiéticos, esto debido a la falta de claridad sobre
las medidas para contrarrestar los efectos del virus, muchos pacientes con sintomas
de COVID-19 recibieron antibioticos como medida profilactica, a pesar de que el
causante es un virus y no responde a los antibioticos. Desafortunadamente, el uso
indiscriminado de antibiéticos en pacientes con COVID-19 contribuye al problema de
la resistencia a los antimicrobianos (AMR) y la aparicion de organismos
multidrogorresistentes (MDR) (Micheli et al., 2023).

A través del estudio realizado por Giamarellos-Bourboulis et. al.,2022 se observa un
incremento ligero en la resistencia a multiples antibioticos en pacientes con COVID-19
en comparacion con aquellos sin COVID-19. En el grupo de pacientes con COVID-19
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el 46% (25/56) presenta cepas resistentes, mientras que el grupo sin COVID-19 se
reporta un 36.6% (157/429). Los genes encontrados en Klebsiella spp. en el grupo del
46% son kpc y vim, mientras en el grupo sin COVID-19 solo se detecta kpc (Giannitsioti
et al., 2022).

Samaneh Pourajam et. al., 2022 analiza 11 agentes antibacterianos en 47 cepas de K.
pneumoniae recuperadas de adultos con COVID-19 graves, admitidos en dos UCI del
6 de marzo al 7 de septiembre de 2020, de los cuales se observa resistencia en un
97% a los 11 antibacterianos por parte de K. pneumoniae, incluso presentando
resistencia a colistina con un 10.6% (5/47), este ultimo es un antibiético utilizado como
altimo recurso para el tratamiento de infecciones bacterianas, esto es preocupante
porque limita las opciones de tratamiento para combatir infecciones graves (Pourajam
et al., 2022).

En el estudio realizado por Ahmed et. al., 2023 se obtienen bacterias Gramnegativas
de diferentes muestras clinicas de pacientes con COVID-19, siendo la mayoria de los
aislamientos K. pneumoniae (89; 40.5%). De estos 89 aislamientos, se encuentran
patrones MDR en 51 de ellos (57.3%) , mostrando una alta tasa de resistencia a
aminoglucésidos como fueron: amikacina (100%), gentamicina (98%) y tobramicina
(98%). Los aislados MDR (51) expresan resistencia (100%) a amoxicilina/acido
clavulanico, ciprofloxacino, cefotaxima, ampicilina, aztreonam y cefuroxima, mientras
gue la tasa de resistencia a cefepima es del 98%. En el estudio se detectan diversos
genes de resistencia a aminoglucoésidos, solos o en combinacion, siendo rmtD el gen
mas prevalente, seguido de los genes aac(6')-1b y aph(3’)- la (Ahmed et al., 2023).

Este estudio proporciona una visién detallada de la resistencia a aminoglucésidos en
K. pneumoniae aislada de pacientes con COVID-19. La deteccién de patrones MDR y
genes especificos de resistencia resalta la preocupacién por la propagacion de cepas
resistentes en el contexto de la pandemia. Ademas, la relacién entre la resistencia y la
presencia de plasmidos asi como la participacion de enzimas modificadoras de
aminoglucésidos en la eficacia de los farmacos, resaltan la complejidad de este
problema (Ahmed et al., 2023).

Con el paso de la pandemia y el incremento en el uso de antibiéticos de manera
descontrolada y sin prescripcion adecuada, de acuerdo a los estudios que hasta el
momento se han realizado en diferentes paises, es de esperar que en nuestro pais los
indices de resistencia se hayan elevado, esto puede tener consecuencias en aquellos
entornos hospitalarios que ya presentan una alta prevalencia de cepas resistentes a
multiples farmacos, conduciendo a un aumento de la mortalidad debido al limitado
conjunto de antibidticos para tratar las infecciones adquiridas en el hospital.

2.3Antecedentes especificos
En el laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la comunidad se han realizado
estudios sobre la resistencia antimicrobiana presentada por Klebsiella spp. Pérez—
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Sanchez, 2020 presenta un estudio de 75 cepas provenientes de 4 hospitales y de un
laboratorio clinico, de las cuales 69 cepas corresponden a K. pneumoniae y 6 cepas a
K. oxytoca. De las cepas de K. pneumoniae, el 65.2% (43/69) resulta resistente a
cefalosporinas de tercera generacion, un dato que subraya la preocupante prevalencia
de esta resistencia en el ambiente hospitalario. Ademas, 63 cepas muestran
resistencia fenotipica a aminoglucosidos (amikacina, gentamicina, tobramicina) y 58 a
quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino, norfloxacino, acido nalidixico). De las 6
cepas de K. oxytoca el 66.66% (4 aislados) presenta resistencia a amikacina, el
83,33% (5 aisladas cepas) a gentamicina y el 100% a tobramicina. A quinolonas el
50% (3 aislados) muestra resistencia a ciprofloxacino y acido nalidixico, el 16,66 % (1
aislado) a levofloxacino y norfloxacino. Estos porcentajes resaltan la alta incidencia de
cepas resistentes a multiples grupos de antibiéticos que comunmente son utilizados
como tratamiento a diferentes infecciones.

Mas recientemente, Flores—Percino, 2022, presenta un estudio con 65 cepas de K.
pneumoniae con fenotipo tanto resistente como sensible a aminoglucésidos y/ o
quinolonas, provenientes del estudio de Pérez-Sanchez, y observé que un 96.92%
(63/65) presentd resistencia a aminoglucosidos, y de estas, el 80.95% (51/63) portaba
el gen aac(6’)-Ib, mientras el gen aac(3)-Il, estuvo presente en el 74.6% (47/63).

En cuanto a las quinolonas, el 84.61% (55/65) de las cepas presenta resistencia.
Especificamente, el 64.51% (42) es resistente a levofloxacino, el 81,53% (53) a
norfloxacino y el 84,61% (55) a ciprofloxacino, ninguna cepa presenta el gen gnrA,
pero el gen gnrB esta presente en el 90.9% (50/55), en 5 cepas no se detecta ningun
gen de interés, a pesar de mostrar resistencia fenotipicamente a quinolonas, este
resultado sugiere la presencia de otros mecanismos de resistencia a quinolonas. De
las seis cepas de K. oxytoca con resistencia a quinolonas, todas presentan el gen
aac(6’)-lb y un 50% de ellas también el gen aac(3)-Il; en ninguna cepa se encuentra el
gen gnrA, y solo 2 cepas presentan el gen gnrB. Los resultados destacan la amplia
incidencia de resistencia y la presencia de genes especificos. En este estudio enfatizan
la alta presencia de resistencia a aminoglucoésidos y quinolonas en cepas de K.
pneumoniae y K. oxytoca en diferentes instituciones de salud ( Flores Percino, 2022).

3. Justificacién

La habilidad de Klebsiella spp para diseminarse en entornos hospitalarios, su
propension a causar infecciones en pacientes inmunocomprometidos y su capacidad
para adquirir genes, ha resultado en una notable resistencia a diversos antibiéticos.
Sin embargo, en relacion con la resistencia a aminoglucosidos y quinolonas, no se
cuenta con mucha informacién, especialmente en el contexto de los hospitales de
interés.

Esta informacion es esencial para guiar la seleccion de tratamientos antimicrobianos
adecuados y para implementar estrategias de control de infecciones. Los datos
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obtenidos en este trabajo ofrecen una perspectiva sobre la resistencia antibiética y
subrayan la necesidad de abordar este problema con enfoques multidisciplinarios y
medidas preventivas.

Con la aparicion de la pandemia de COVID-19, el uso de antibacterianos de manera
descontrolada o incluso una prescripcion sin fundamentos, pudo resultar en una mayor
presion selectiva de la resistencia. De acuerdo con los estudios que hasta el momento
se han realizado en diferentes paises es de esperar que en nuestro pais, en el estado
de Puebla, la resistencia a ciertos antibidticos haya aumentado.

Al abordar tanto el fenotipo como el genotipo de resistencia, este estudio permitira
comprender mejor sobre las caracteristicas de resistencia en Klebsiella spp.
especificamente para aminoglucosidos y quinolonas. Ademas, la investigacion de la
relacion clonal de las cepas aisladas del Hospital para el Nifio Poblano permitira tener
una mejor comprension de la propagacion y diversidad genética en diversos servicios
hospitalarios de este centro. Este estudio al final permitira obtener una explicacién de
como es la distribucién de los genes en los hospitales participantes, ademas podremos
identificar si existe una clona especifica circulando en el Hospital para el Nifio Poblano
y, en particular, si esté restringida a algun servicio hospitalario en particular.

Planteamiento del problema

K. pneumoniae es un patdgeno emergente que ha incrementado su incidencia en las
infecciones asociadas a la atencién de la salud. De hecho en el 2023 la RHOVE reporta
qgue dentro de los 5 principales microorganismos causantes de las IAAS (Infecciones
asociadas a la atencion de la salud) se encontraba K. pneumoniae.

El problema de la resistencia a aminoglucésidos y quinolonas en el contexto de la
atenciéon médica y la salud publica es una preocupacion creciente que impacta
significativamente en el tratamiento de infecciones bacterianas. Aminoglucésidos y
quinolonas son dos clases importantes de antibiéticos utilizados después de los -
lactamicos, para tratar una amplia gama de infecciones, tanto en entornos hospitalarios
como en la comunidad. Sin embargo, la emergencia y propagacion de resistencia a
estos medicamentos estan generando dificultades significativas en el manejo clinico
de pacientes y en la lucha contra las infecciones, ademas, el uso excesivo e
inadecuado de estos en el tratamiento de infecciones ha contribuido a la seleccion y
propagacion de cepas resistentes de K. pneumoniae.

En Puebla, es poco frecuente encontrar informacion de la prevalencia de los genes
de resistencia a quinolonas y aminoglucésidos en cepas de Klebsiella spp, esto es
preocupante, por lo tanto, la obtencion de datos es importante no solo para prever la
evolucion futura de la resistencia a antibacterianos, sino también para establecer
tratamientos efectivos y ajustar estrategias terapéuticas. Ademas, contar con esta
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informacion nos ayudaria a anticipar y prevenir la propagacion de cepas resistentes
tanto en entornos de atencion médica como en la comunidad.

Conocer la prevalencia de los genes de resistencia a quinolonas y aminoglucésidos en
cepas de K. pneumoniae, nos permitird tener un panorama mas amplio de la
diseminacién de estos genes en casos de infecciones de origen hospitalario. El estudio
de incidencia de estos genes de resistencia en cepas causantes de infecciones
nosocomiales en el estado de Puebla permitird obtener una explicaciéon de como es la
distribucion de estos genes dentro de las instituciones participantes para poder
implementar medidas preventivas evitando que estos genes se continuen
diseminando.

4. Hipotesis cientifica
Aun cuando es un estudio observacional de frecuencia y este tipo de estudios
no lleva hipétesis, podemos plantear como hipétesis: Existe una prevalencia
elevada de resistencia a aminoglucdésidos y quinolonas en las cepas estudiadas,
y tiene una asociacion con la presencia de genes de resistencia.

5. Objetivos

5.20bjetivo general
Conocer el fenotipo y genotipo de resistencia para aminoglucésidos y
quinolonas y su relacién clonal en cepas aisladas de Klebsiella spp. en dos
hospitales.

5.30bjetivos particulares

e Corroborar el género y pureza a través de pruebas bioquimicas de
las cepas de Klebsiella spp. del Hospital para el Nifio Poblano.

e Determinar el perfil de resistencia a diferentes antibioticos en las
cepas del Hospital para el Nifio Poblano a través del método de Kirby
Bauer a

e Determinar la CMI a aminoglucdsidos y quinolonas en cepas de
Klebsiella spp aisladas de los dos hospitales

e Determinar la presencia de genes implicados en la resistencia a
aminoglucésidos (aac(6’)-Ib, aac(3)-1) y quinolonas (gnrA, gnrB) en
cepas de los dos hospitales.

e Determinar la relacion clonal de las cepas de Klebsiella spp del
Hospital para el Nifio Poblano
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Estrategia de trabajo

32 cepas provenientes del Hospital para el Nifio
Poblano ( pre-identificadas por vitek-2)

'

Pruebas
bioquimicas: Crecimiento en MacConkey, tincién
de Gram e identificacion bioquimica
TSI J,
LIA . .
Prueba de susceptibilidad por Kirby-Bauer
MIO a las cepas del Hospital para el Nifio
VP Poblano
RM i
FEN 32 cepas del Hospital para el Nifio
Poblano y 23 del Hospital Regional
CIT I.S.S.S.T.E, de Puebla se seleccionaron
UR cepas intermedias y resistentes a
\_ J aminoglucésidos y quinolonas.

( Determinar la CMI a aminoglucosidos y W

L qguinolonas en las cepas seleccionadas. J

Identificar genes de resistencia por Determinar la relacién clonal por

Reaccion en cadena de la polimerasa electroforesis en gel de campos pulsados
(PCR), para aminoglucoésidos y PEGE-Xba-I

guinolonas

Material y métodos

Se trabajaron con 55 cepas: 32 cepas de Klebsiella spp., obtenidas entre 2018 al 2021
en el Hospital para el Nifio Poblano ( HNP/ENS/177/2016), y 23 cepas, obtenidas en
el periodo del 2021 a 2022 en el Hospital Regional ISSSTE, de Puebla(188.2018). Las
cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E fueron previamente analizadas por Yafiez
Cedillo JA (en revision) quien realizo las pruebas bioquimicas y determino el perfil de
resistencia. A partir de estos resultados, se llevaron a cabo las pruebas de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la busqueda de genes de resistencia. En
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ambos Hospitales se aprobd la cooperacion y se cumplieron con los criterios de
seleccidn, traslado y conservacion de las cepas establecidos. Se incluyeron Cepas del
género Klebsiella spp., aisladas de infecciones intrahospitalarias, recuperadas de
cualquier tipo de muestra, edad o sexo del paciente. Las muestras fueron recolectadas
por personal clinico de cada hospital y fueron identificados a través del sistema
automatizado ViteK-2. Posteriormente, se enviaron al laboratorio de Microbiologia
Hospitalaria y de la comunidad (LMHyC), donde se conservaron en caldo Infusion
Cerebro Corazén (BHI- BD Bioxon®) con 10% de glicerol a -70°C.

Para realizar los experimentos, las cepas se sembraron en placas de Agar Triptona-
Soja (TSA / BD Bioxon®) utilizando la técnica de estria cruzada y se incubaron a 37°C
por 24 horas. Posteriormente, se realizé un segundo pase en placas nuevas de TSA,
con una colonia aislada del primer plaqueo, con la finalidad de recuperar las cepas del
estrés por congelacion y confirmar su pureza mediante la observacion de la morfologia
colonial. A partir de este segundo inoculo, se prosigui6 a realizar los procedimientos.

Condiciones éticas
Las cepas fueron obtenidas en el marco de los protocolos aprobados para su
realizacion por el comité de ética e investigacion de los hospitales:

e Hospital regional ISSSTE (188.2018)
¢ Hospital para el Nifio Poblano ( HNP/ENS/177/2016)

No se requirid consentimiento informado, dado que las muestras fueron tomadas de
forma rutinaria, y solo se trabajo con las cepas aisladas de dichas muestras. Ademas,
los datos de pacientes se mantuvieron en anonimato.

5.4 Técnicas y procedimientos

Corroboracion de género, especie y pureza de las cepas

Después de recuperar las cepas de un sembrado en Agar Triptona-Soja (TSA/BD
Bioxon®), se sembraron en agar selectivo MacConkey (MCD LAB®), lo que permitid
observar las caracteristicas propias de bacterias gramnegativas fermentadoras de
lactosa. Ademas, se realizaron tinciones de Gram para corroborar la morfologia bacilar
y destacar la presencia de contaminantes. Una vez confirmada la pureza de los
aislamientos, se procedio a su crioconservacion a -72°C en crioviales con caldo de
infusion cerebro-corazén y Glicerol al 10%.

Se llevaron a cabo pruebas bioguimicas para la identificacion del género y especie,
estas pruebas nos permitieron identificar entre K. pneumoniae y K. oxytoca, para esto
se prepararon las pruebas bioquimicas de acuerdo con las indicaciones del fabricante
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y se pusieron a prueba de esterilidad a 37° por 24 horas. Pasado el tiempo, se llevo a
cabo su inoculacion y lectura conforme a los lineamientos establecidos.

Tabla 1. Fundamento de las pruebas bioquimicas.

Medio utilizado Fundamento

LIA Evalta la descarboxilacion y
desaminacion de la lisina y la produccion
de &cido sulfhidrico.

MIO Evalla la movilidad, produccion de indol
(K.pneumoniae: negativo / K. oxytoca:
positiva) actividad enzimatica ornitina
descarboxilasa.

TSI Evalla la fermentacion de azucares y la
produccion de acido sulfhidrico.
FENILALANINA Determina la capacidad de un

microorganismo para desaminar el
aminoécido fenilalanina en  acido
fenilpiruvico.

RM-VP Se lleva a cabo la prueba de Rojo de
metilo y Vogues-PROSKAUER, evaltan
la produccion final de metabolitos de la

glucosa.
CITRATO Evalla la capacidad de usar citrato como
Unica fuente de carbono y energia.
UREA Evalla si las bacterias hidrolizan la urea

por medio de la enzima ureasa liberan
amoniaco y dioxido de carbono.

Determinacion del fenotipo de resistencia por el método de Kirby-Bauer

La resistencia se determind por el método de difusion en disco Kirby-Bauer, se
probaron 17 antibi6ticos de 8 familias diferentes (Tabla 2).

A partir de una placa de TSA sembrada de forma masiva e incubada 37° por 18 horas,
se tomd una muestra con ayuda de un asa bacteriolégica y se suspendid en un tubo
de ensayo con 2 mL de solucion salina isotonica (SSI) al 0.85 % de NaCl hasta ajustar
a una turbidez de 0.5 en la escala de McFarlad (1.5 x 10 8 UFC/ml) utilizando el
densitometro (DEN-1/ bioSan ®).

Se inocularon 3 placas de agar Muieller Hilton (BD Bioxon®) por cepa. Las placas de
agar Mueller-Hinton se prepararon dias antes del experimento, pasando por prueba de
esterilidad. Con un hisopo estéril impregnado con la suspensién, se deslizé por toda la

e
22



placa en forma de cultivo masivo, de arriba abajo, en 3 direcciones diferentes, rotando
la placa a 60° cada vez y pasando, por ultimo, el hisopo sobre la periferia del agar, a
manera que se pueda conseguir un crecimiento uniforme.

Posteriormente, se colocaron los 17 sensidiscos de antibiotico con ayuda de unas
pinzas estériles, a una distribucion correcta para no generar efectos antagonicos o
sinérgicos entre los antimicrobianos. Por cada cepa, se realizaron 3 juegos de placas
(Imagen 2). Las placas se incubaron invertidas por 18 horas a 37°C.

Figura 2. Posicion de discos de antibiético. A): placa 1, GM: gentamicina, AN:
amikacina, SXT: Trimetroprim /Sulfametaxazol, Te: tetraciclina, C: cloranfenicol, B)
placa 2, IMP: imipenem, NOR: norfloxacino, LVX: levofloxacino, TIM: ticarcilina-ac.
clavulanico, MEM: meropenem, CIP: ciprofloxacino, C) placa 3, FEP: cefepime,
CRO: ceftriaxona, FOX: cefoxitina, CAZ: ceftazidima, AMC: amoxicilina-acido
clavulanico.

Se midieron los halos de inhibicion con ayuda de una regla, y los resultados se
interpretaron de acuerdo con los valores establecidos por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2023) (Tabla 2) . La cepa control a utilizar fue K. pneumoniae
ATCC 7603.
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Tabla 2. Antibioticos y valores de referencia utilizados para interpretacion de
antibiogramas.

Familia de Antibidtico Contenido S I R
antibiéticos por disco

AMC (amoxicilina/acido 20/10 pg 218  14-17 <13
Inhibidores de las clavulanico)
B-lactamasas

TIM (ticarcilina-ac/ac. 75-10 ug =220 15-19 <14
clavulanico)
Cefalosporinas FOX ( cefoxitina) 30 ug 218  15-17 <14
CRO (ceftriaxona) 30 ug 223 20-22 <19
CAZ (ceftazidima) 30 ug 221  18-20 <17
FEP (cefepima) 30 ug 225 19-24 <18
Carbapenémicos  MEM (meropenem) 10 ug 223 20-22 <19
IPM (imipenem) 10 ug 223 20-22 <19
AMK (amikacina) 30 ug 220 17-19 <16
Aminoglucosidos  GEN (gentamicina) 10 pg 218 15-17 <14
NN (tobramicina) 10 ug 217 13-16 <12
Quinolonas CIP (ciprofloxacina) 5 ug 226 22-24 <21
LVX (levofloxacino) 5 ug 221  17-20 <16
NOR (norfloxacino) 10 ug 217 13-16 <12
Tetraciclinas Te (tetraciclina) 30 ug 215 12-14 <11
Fenicoles CL (cloranfenicol) 30 ug 218 13-17 <12
Sulfonamidas e SXT (trimetroprim  1.25 / 216 11-15 <10
inhibidores de la /sulfametoxazol) 23.75 ug

via de folato
valores establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023).

Con los resultados obtenidos, se realizé la determinacidén del perfil de resistencia
antimicrobiana. Y las cepas fueron clasificadas como:

o Cepas multidrogo-resistentes (MDR): resistentes al menos a un agente en 3 0
mas categorias de antibiéticos que se hayan probado.

e Extremodrogo-resistentes (XDR):resistente al menos un agente de cada
categoria probada, pero, sensible a 21 o 2 categorias de antibi6ticos probados

e Pandrogo-resistentes (PDR) : resistencia a todos los agentes de todas las
categorias de antibioticos probados.

Esto se realizd conforme a las definiciones propuestas por el CLSIy el Comité Europeo
de Pruebas de Susceptibilidad Antibacteriana (EUCAST por sus siglas en inglés)

e
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Magiorakos et. al., 2012 para bacterias multidrogo-resistentes (MDR), extremodrogo-
resistentes (XDR) y pandrogo-resistentes (PDR). Los criterios de Magiorakos son
ampliamente utilizados para estandarizar la clasificacion de bacterias resistentes a los
antibioticos, y estan avalados por el Centro Europeo para la Prevencion y el Control
de Enfermedades (ECDC) y los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) (Magiorakos et al., 2012).

Concentracion minima inhibitoria (MIC / CIM)

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es una prueba microbioldgica utilizada para
determinar la cantidad minima de un agente antibiético necesario para inhibir el
crecimiento de una bacteria en condiciones de laboratorio.

Se realizaron pruebas de concentracion minima inhibitoria (CMI) con los antibiéticos
aminoglucdésidos y quinolonas por dilucion en agar.

En este método se incorporé el antibidtico a evaluar en el medio con agar Mueller-
Hilton cuando este se encontraba a una temperatura adecuada y se vertio
inmediatamente en placas de Petri.

Se preparé una serie de placas, cada una con una determinada concentracion de
antibidtico (Tabla 3).

Tabla 3. Antibidticos por evaluar en la determinacion de Concentracion Minima
Inhibitoria

Antibidtico Concentraciones (ung/ml)

Amikacina (AN) 512 256 128 64 32 16 8
Ciprofloxacino (CIP) 128 64 32 16 8 4 2 1 05
Norfloxacino (NOR) 128 64 32 16 8 4 2

Cuando las placas estuvieron gelificadas, se procedio a la inoculacion por triplicado.

Para preparar el inoculo, en un tubo de ensayo con 2 mL de solucion salina isotonica
(SSI) al 0.85 % de NaCl se suspendieron colonias aisladas de un cultivo puro de 24
horas sembrado en agar TSA, y se ajustd a una turbidez de 0.5 en la escala de
McFarlad (1.5 x 10 8 UFC/ml), posteriormente se realizé una dilucién 1:10 en tubos
eppendorf con solucién salina isoténica. Se tomaron 2 pl del inéculo estandarizado y
se inocularon por triplicado en cada cuadro correspondiente.

Las placas inoculadas se dejaron a temperatura ambiente hasta que las gotas de
indculo se secaron. Posteriormente, se incubaron a 35 °C durante 18 a 24 horas y
posteriormente se procedié a su lectura. La CMI es la concentracion menor de
antimicrobiano capaz de inhibir completamente el crecimiento bacteriano (no se
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considera crecimiento a la aparicion de una colonia aislada o de un halo tenue debido
al propio in6culo).

La interpretacion se realiz6 de acuerdo con las condiciones marcadas en el CLSI
(2023):

Tabla 4. Antibiéticos y puntos de corte de acuerdo con el CLSI 2023 para
interpretacion de Concentracion Minima inhibitoria.

Antibidtico R I S
Ciprofloxacino =21 0.12-0.5 <0.06
Amikacina >16 8 <4

Norfloxacino >16 8 <4

Tomado de Clinical and Laboratory Standards Institute, 2023 (M100Ed33 | Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 33rd Edition, s. f.).

Identificacién de genes de resistencia

Se realiz6 lisis bacteriana para obtener el ADN de las cepas en estudio y con base en
los resultados de los antibiogramas, se realizaron ensayos de PCR para identificar
genes que conferian la resistencia.

Obtencion de ADN bacteriano

Se extrajo el templado de ADN por el método de ebullicion . A partir de un cultivo puro
de 24 horas a 37° C sembrado en agar TSA en forma masiva, se tomé una cuarta parte
del total de la superficie de la placa y se deposité en un tubo eppendorf de 1.5 ml en
el que contenia 800 ul de solucién salina isoténica, posteriormente se homogenizé
con el vortex y posteriormente se centrifugd a 13, 000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 5 minutos, pasado el tiempo de centrifugacion se eliminé la parte acuosay se
realizaron dos lavados adicionales al paquete celular. Después de los tres lavados se
le agreg6 800 ul de agua inyectable (PISA®), se homogenizd y se llevo a ebullicion
durante 10 minutos. Finalmente, se centrifugoé a 13, 000 rpm durante 5 minutos y la
parte acuosa que contiene el ADN bacteriano se transfirio a otro tubo eppendorf estéril,
se rotulé adecuadamente y se almacend a -20°C hasta su uso. El paquete celular se
desecho.

A todos los lisados obtenidos se les realizé cuantificacion de la concentracion de ADN
bacteriano utilizando el equipo NanoDrop 2000® (Thermo Scientific). Antes de realizar
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Gen

aac-
(3)-11

aac(6’)-

gnrA

la cuantificacion, se calibro el lector utilizando 0.5 ul de agua inyectable estéril como
blanco. Entre cada muestra, se limpio el lector para evitar lecturas alteradas. Luego,
Se utilizaron 2 ul de muestra para realizar las lecturas, posteriormente, se ajusto la
concentracion a 200 ng/pl.

Amplificacion de genes de resistencia por PCR

La busqueda de genes de resistencia a antibidticos se realizé mediante la técnica de
PCR. Se seleccionaron oligonucledtidos especificos para amplificar los genes de

resistencia a aminoglucésidos (aac-(3)-ll, aac-(6')-Ib) y quinolonas (gnr A, B).

Tabla 5. Oligonucledtidos y condiciones utilizadas para la amplificacion de los

distintos genes gue determinan resistencia a quinolonas y aminoglucésidos.

Tamanfo
del
amplificado

237 pb

482 pb

580 pb

Oligonucledtidos

F: ACTCTGATGGGATACGCGTC

R: CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA

F.

TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

F:AGAGGATTTCTCACGCCAGG

R: TGCCAGGCACAGATCTTGAC
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94°C 5 Desnaturalizacion
MIN Inicial
94°C L
Desnaturalizacion
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60°C . .
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45 seg ineamiento
72°C 2 Elongacion
MIN 9
72°C 8 o
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94°C 5 Desnaturalizacion
MIN Inicial
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58°C . .
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°C

20
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25
°C

Referencia
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2006)
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gnrB

72°C
15 seg
72°C 3
MIN
94°C 5

F: GGMATHGAAATTGGCCACTG

MIN
94°C

R: TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 0:45

264 pb

seg
53°C
0:45
seg
72°C 1
MIN
72°C 5
MIN

Elongacion

Elongacion final

Desnaturalizacion
Inicial

Desnaturalizacion

32  (Cattoir
Alineamiento °C al., 2007)

Elongacion

Elongacidn final

Para las reacciones de PCR se utilizd6 un volumen final de 10 pl, que contenia los
componentes en volimenes y concentraciones siguientes:

Tabla 6. Elementos y cantidades utilizadas para las reacciones de PCR.

Componentes

Agua

Buffer + MgClz
dNTP’s
Oligonucledtido
Forward
Oligonucledtido
Reverse

Taq

DNA

Volumen final

Concentracion de Volumen por Concentracion final

stock

10 x
10 uM
10 uM

10 uM
5 U/ ul

200 ng/ pl
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tubo
7.15 ul
1l
0.2 ul
0.3 ul

0.3 ul
0.05 pl

1l
10 pl

de reaccién
1x

0.2 uM

0.3 uM

0.3 uM

0.25U

et



Electroforesis de los productos de PCR

Los productos de PCR se migraron en geles de agarosa al 1.5% utilizando una camara
de electroforesis con TAE al 1X, durante 35-45 min a 100 V. En el primer pozo se utilizd
el marcador de peso molecular Generuler 100 pb plus ADN ladders (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). En los pozos siguientes se colocé una mezcla con 3 yl
de DNA bacteriano y 1l del buffer de carga. El marcador de peso molecular solo se
uso al buscar el gen en las cepas utilizadas como control (Tabla 7); una vez obtenidos
los controles, ya no se utilizd. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (10 pl/ 200
ml-- I, Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA,). Finalmente, se visualizé el gel en un
transiluminador ultravioleta MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging Systems.

Tabla 7. Cepas control utilizadas para la amplificacion de los genes de interés.

Microorganismo  Cepa Gen control Referencia

E. coli CUA44 gnrA Tesis de
licenciatura Alcala-
Martinez, 2023

K. pneumoniae KpS2 gnrB Tesis de
licenciatura Flores-
percino, 2022

K. pneumoniae KPE46 aac(3)-ll Tesis de
licenciatura Flores-
percino, 2022

E. coli C7226 aac(6’)-1b Tesis de Doctorado
Cortés-Cortes,
2016

DETERMINACION DE LA RELACION CLONAL

Se determind la relacion clonal de las cepas de Klebsiella spp mediante Electroforesis
en Gel de Campos Pulsados utilizando la enzima Xba-1 (PFGE-Xbal) .

Preparacion de la suspension bacteriana

A partir de un cultivo puro sembrado en forma masiva en una placa de agar TSA
suplementado con 1.5% mas de agarosa, incubado durante 24 horas a 37°C, se tomo
3 asadas y se recolect6 en un tubo eppendor con 800 ul de solucidn salina estéril y se
homogeneizo. Se realizaron tres lavados con solucion salina isotonica.
Posteriormente, se resuspendio una alicuota del paquete celular en 1 ml buffer TE (10
mM Tris-HCI pH=8,0, 1 mM EDTA pH=8,0) y se ajusté la turbidez a 4 de la escala de
MacFarland (1,2x10° UFC/mL).

Preparacion de insertos
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Se preparo agarosa gel de bajo punto de fusion al 1.5% en buffer TE 1X (10mM Tris y
1mM EDTA) y se distribuy6 500 pl en microtubos de 1.5 ml y se mantuvieron a 54°C
en bafio Maria hasta su uso. Posteriormente se mezclaron con 500 pl de la suspension
bacteriana con 500 pl de agarosa y se distribuy6 en moldes (insertos) cuidadosamente.
Se dejo solidificar unos minutos en refrigeracion.

Lisis Bacteriana

Se emplearon 3 insertos por cepa, a los que se afiadié 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 dej6 incubar durante 18 horas en bafio Maria a 54°C.

Lavado de los Insertos

Después de llevarse a cabo la lisis, se eliminé el buffer de lisis, se recupero el inserto
en una placa de Petri estéril y se llevé a cabo los siguientes lavados en tubos falcon
de 15 ml:

e 3lavados con 10 ml de agua destilada estéril 10 min / 54°C
e 2 lavados con buffer TE 10min/54°C
e 1 lavado con buffer TE 10min/temperatura ambiente.

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

Como volumen final del buffer de digestion se us6é 200 ul para cada muestra,
compuesta por : 179 ul de agua destilada estéril, 20 pl del buffer de la enzima 'y 1 pl
de la enzima Xbal, posteriormente se colocé una cuarta parte del inserto en un tubo
eppendorf que contenia la mezcla de digestién, observando que se haya cubierto
totalmente y se incubd por 18 horas a 37°C.

Preparacion del gel de agarosa

Para la separacién de los fragmentos se prepar6 agarosa Biorad (Pulsed Field Certified
Agarose, BioRad®) al 1% en TBE 0.5X, se vertié sobre el molde y se dejo solidificar a
temperatura ambiente. Posteriormente se rellenaron los pozos con el cuarto de inserto
digerido y se sellaran con agarosa a la misma concentracion.

Electroforesis

La electroforesis se llevo a cabo en una camara de campos pulsados CHEF-DR i
(BioRad) con 2,850 mL de TBE 0.5X frio suplementado con tiourea 75uM (0.0162 Q).
Las condiciones para el corrimiento de electroforesis empleadas se presentan en la
Tabla 8.
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Tabla 8. Condiciones del corrimiento electroforético de la PFGE-Xbal.

Condiciones
Gradiente de voltaje 6 V/icm

Rampa inicial 1 seg
Rampa final 30 seg
Tiempo de corrimiento 23 h
temperatura 14 °C

Tincion de gel y visualizacion

Se tifio el gel en una solucion acuosa de bromuro de etidio (10 ul/ 200 ml). Se visualizé
el gel en un transiluminador ultravioleta MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging Systems. El gel
se destifio en agua destilada, fotografiAndose cada 30 minutos hasta la adecuada
visualizacion de las bandas.

Para realizar el andlisis de las imagenes capturadas de gel de campos pulsados
(PFGE), se utilizo el programa GelQuant express Analysis Software. Los patrones de
bandeo se compararon usando el coeficiente de Dice/lUPGMA mediante el programa
NTSYS pc 2.21q software y se obtuvo el dendograma

RESULTADOS

Se trabajaron un total 30 cepas de K. pneumoniae y 2 cepas de K. oxytoca
provenientes del Hospital para el Nifio Poblano. Las cepas fueron recolectadas de los
servicios hospitalarios de la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN),
Unidad de atencion pediatrica general (U) y Cirugia (CX). La mayoria de las cepas se
obtuvieron de liquido peritoneal, diversas secreciones y otros liquidos (Gréfica 1y 2).

Ml; 2; 6% Oncohematolo
gia; 1; 3%
Urgencia; 8;
259% UCl; 5; 16%
UCINTER; 1; UCIN; 8; 25%

3%

Cirugia; 7; 22%
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Gréfica 1. Principales servicios hospitalarios de aislamiento de las cepas de
Klebsiella spp. aisladas del Hospital para el Nifio Poblano (n=32). UCIN: Unidad
de cuidados intensivos neonatales, UCI: Unidad de cuidados intensivos pediatricos,
MI: medicina interna, UCINTER: Unidad de cuidados intensivos intermedios.
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Gréfica 2. Porcentaje de cepas de Klebsiella spp. por origen de la muestra (n=32).
LDP: liquido de dialisis peritoneal
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Corroborar pureza, género y especie de las cepas de Klebsiella spp. del
Hospital para el Nifio Poblano.

Se sembraron las 32 cepas en agar MacConkey, donde se observaron colonias
mucoides de color rosado, lo que indica la fermentacion de lactosa (LAC+). Ademas,
a través de la tincion de Gram, se identificaron bacilos Gram negativos, presentes de
forma individual y en cadenas cortas. Mediante estas pruebas, se verificé la pureza de
las cepas, asegurando la ausencia de contaminantes como bacterias Gram positivas,
COCos 0 cepas lactosa negativas. A las 32 cepas se les realizaron pruebas bioquimicas




para la confirmacion de género y especie a través de 7 pruebas de metabolismo
(Pruebas bioquimicas; presentadas en Tabla 1). Como resultado, se obtuvieron 30
cepas de la especie K. pneumoniae y 2 de la especie K. oxytoca (Tabla 9)

Tabla 9. Resultados representativos de las pruebas bioquimicas en cepas de
Klebsiella spp.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Clave | Medio MacConkey | Tincion de Gram L& MO Cm F TSI RM-WP UREA Microorganismo
EphP1 LALC + qramnegativa KM gas: « SHE: - 3 e S + - Al8 Gas- SH2- | BM:- WG + Aledeiadls me LTRSS
kKphPZ LAC + qramnegativa kMK gas: + SHE: - M- - Q- AlA Gass SH2- | RM:- WG + Aleduialls e LTS
EphlP3 LaiC + qramnegativa KK gas: « SH2: - It - - A8 Gase SHE- [ RM:- WG + Aledeinls LT
KphlP4 LALC + qramnegativa KM gas: « SHE: - - I - AlA Gass SH2- [ AM:- VG- + Aledeiadls me LTRSS
KphFS LAC + qramnegativa KK gas: + SHE: - M- - - AlA Gas- SH2- | AM:- VG- + Aleduialls e LTS
EphlP& LaiC + qramnegativa KK gas: « SH2: - M- 1 - 0 A8 Gas- 5HZ- [ RM:- VG + Aledeinls LT
KphPT LALC + qramnegativa KM gas: « SH2: - L A e APA Gags SH2- [ AM:- VG- + A deills fn e LTS
KphP2 LAC + qramnegativa KK gas: + SHE: - M- - - AlA Gass SH2Z- [ AM:- VG- + Aleduialls e LTS
EphiP3 LaiC + qramnegativa KK gas: « SH2: - It - - A8 Gase SHE- [ RM:- WG + Aledeinls LT
EpMP10 LALC + qramnegativa KM gas: « SH2: - I - I - APA Gags SH2- [ AM:- VG- + A deills fn e LTS
KphF LAC + qramnegativa KK gas: + SHE: - M- - - AlA Gass SH2Z- [ AM:- VG- + Aleduialls e LTS
EphFi2 LaiC + qramnegativa KK gas: + SHZ: - M- 1 - 0 A48 Gase SHE- [ RM:- WG + N e T
| EpmnPiz LALC + qramnegativa KM gas: « SH2: - L A e AlA Gas- SH2- [ AM:- VG- + A deills fn e LTS
KphiF14 LALC qramnegativa KM gas: « SHE: - o2 A e P AlA Gas- SH2- | AM:- VG- + Aeduialls mre LTRSS
EphF15 LaiC + qramnegativa KK gas: + SHZ: - M- 1 - 0 A48 Gase SHE- [ RM:- WG + N e T
EpMP1E LALC + qramnegativa KM gas: « SH2: - I - I - APA Gags SH2- [ AM:- VG- + A deills fn e LTS
KphFP1? LALC qramnegativa KM gas: « SHE: - o2 A e P AlA Gass SH2- [ AM:- VG- + Aeduialls mre LTRSS
EphF1g LaiC + qramnegativa KK gas: + SHZ: - M- 1 - 0 A48 Gase SHE- [ RM:- WG + N e T
EpMP13 LALC + qramnegativa KM gas: « SH2: - Pl - |- - AiA Gass SH2- [ AM:- VG + Al fe LTS
KphF20 LALC qramnegativa KM gas: « SHE: - o2 A e P AlA Gass SH2- [ AM:- VG- + Aeduialls mre LTRSS
EphFE1 LaC + Qramnegativa KK gas: + SH2: - - - A48 Gass SHE- [ RM:- WG + Aledurinlls mmeLTremiae
KphP22 LALC + qramnegativa KM gas: « SH2: - I - I - AiA, Gass SH2- [ AM: - VP:- + Al fe LTS
KphF23 LALC qramnegativa KM gas: « SHE: - o2 A e P AlA Gass SH2- [ AM:- VG- + Aeduialls mre LTRSS
EphF24 LaC + Qramnegativa KMk gaz:- SH2: - M- 1 - 0 AlA Gas - SHE- | RME- WP + Aledurinlls mmeLTremiae
KphP25 LALC + qramnegativa KM gas: « SH2: - Pl - |- - AiA Gass SH2- [ AM: - WP + Al fe LTS
KphF28 LALC + qramnegativa KK gaz:- SHE: - P - - - AMA Gas - SH2- [ AM: - WP - Aledeiadls me LTH TS
EphFE? LaC + Qramnegativa KMk gaz:- SH2: - - - AlA Gas - SHE- | BM: - YWF + Aledurinlls mmeLTremiae
KphP2a LALC + qramnegativa Kik gas:- SH2: - I - I - AMA Gas - SH2- [ AM: - WP + Al fe LTS

KphF23 LALC + qramnegativa KM gas: « SHE: - P - ke O AlA Gass SH2- | AM: - WP - Adedieds cuwoes
EphF30 LaC + Qramnegativa KMk gaz:- SH2: - ML - |- O A8 Gas- SH2- | BM: - WF + Aledurinlls mmeLTremiae

EpMP3 LALC + qramnegativa KK gas:- SH2: - P+ L O:- + - AMA Gas - SH2- [ AM: - VP:- + ARehSels CGeSs
KphP33 LALC + qramnegativa KME gas:- SH2: - P - - - + - ALA Gas - SH2. | BM: - W - Aledeiadls me LTH TS

K/: basico/bésico, +: positivo, M: movilidad, I: Indol, O: Ornitina, LIA: lisina Hierro agar, CIT: citrato, F:
fenilalanina, TSI: Agar Hierro Triple azdcar, RM: rojo de metil, VG: Voges Proskauer

Determinacion el perfil de resistencia a diferentes antibiéticos a través del
método de Kirby Bauer a las cepas del Hospital para el Nifio Poblano.

Después de completar la identificacion, se realizd antibiograma para determinar el
perfil fenotipico de resistencia a 17 antibiéticos pertenecientes a 8 familias mediante el
método Kirby-Bauer. Se analizaron 30 cepas de K. pneumoniae y 2 cepas de K.
oxytoca (Tabla 9).

En el grafico 3 se muestra que el 93% (28/30) de las cepas de K. pneumoniae.
presento resistencia amoxicilina- acido clavulanico, el 95% (20/21) a ticarcilina- acido
clavulanico, el 17% (5/30) a cefoxitina, el 100% (26/26) a ceftriaxona, el 97% (29/30)
a ceftazidima, 93% (28/30) a cefepime, 57% (17/30) a meropenem, 80% (24/30) a
imipenem, 80% (24/30) a tetraciclina, 100% (30/30) a amikacina, 83% (25/30)
gentamicina, 93% (28/32) a tobramicina, 100% (30/30) a ciprofloxacino, 83% (25/30) a
levofloxacino, 73% (22/30) a norfloxacino, 23% (7/30) a cloranfenicol y 90% (27/30) a
trimetroprim sulfametoxazol.

33



En cuanto a la resistencia por categorias de antibioticos, el 57% (17/30) de las cepas
presento resistencia a 5 de los 6 antibidticos B-lactamicos probados (incluidos los
inhibidores de B-lactamasas). para los carbapenémicos, el 57% (17/30) presento
resistencia a los 2 antibioticos probados, en el caso de los aminoglucosidos , el 83%
(25 /30) presento resistencia a los 3 antibidticos de este grupo, mientras que para el
70% (21/30) de las cepas mostro resistencia a los tres antibiéticos fluoroquinolonas
evaluadas.

Perfil de resistencia en las 30 cepas de Klebsiella
pneumoniae del Hospital para el Nifo Poblano.
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Grafica 3. Perfil fenotipo de resistencia de las 30 cepas de K. pneumoniae. AMC:
amoxicilina- acido clavulanico, TIM: ticarcilina- &cido clavulanico, FOX: cefoxitina,
CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, FEP: cefepime, MEM: meropenem, IPM:
imipenem, TE: tetraciclina, AN: amikacina, GM: gentamicina, NN: tobramicina, CIP:
ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, NOR: norfloxacino, CL: cloranfenicol y SXT:
trimetroprim sulfametoxazol. S: Sensible (azul), I: Intermedio (amarillo), R: resistente
(rojo)

De las 30 cepas de K, pneumoniae, se observo que el 77% se clasificaron dentro de
cepas PDR (Pandrogo- resistentes), mientras que el 23% se clasificaron como MDR
(Multidrogo-resistente) de acuerdo con los criterios de Magiorakos et. al., 2011 se
considera PDR cuando es resistente a todos los antibiéticos probados en todas las
categorias sin ninguna susceptibilidad (Anexo 1).
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En cuanto a las cepas de K. oxytoca, KpNp 29 fue resistente a las cefalosporinas
ceftriaxona y ceftazidima, y mostro resistencia intermedia a los inhibidores de -
lactamasas (amoxicilina- acido clavulanico y ticarcilina- acido clavulanico) dentro de la
familia de los B-lactamicos. Para los carbapenémicos, presento resistencia intermedia
a imipenem. En cuanto a los aminoglucésidos, fue resistente a amikacina y
tobramicina, y mostré resistencia intermedia a gentamicina. En el grupo de las
fluoroquinolonas solo mostré resistencia a ciprofloxacino, mientras que levofloxacino
mostro resistencia intermedia. Finalmente, fue sensible a cloranfenicol y resistente a
trimetroprim-sulfametoxazol. Por su parte, la cepa KpNp 31 fue resistente a los
inhibidores de B-lactamasas (amoxicilina- acido clavulanico y ticarcilina- acido
clavulanico) y a todas las cefalosporinas evaluadas (cefoxitina, Ceftriaxona,
Ceftazidima y cefepime). Para los carbapenémicos, presenté resistencia Unicamente
a imipenem. En cuanto a los aminoglucésidos, mostré resistencia a todos los
evaluados (amikacina, gentamicina y tobramicina), dentro de las fluoroquinolonas, fue
resistente a ciprofloxacino, levofloxacino y norfloxacino. Finalmente, esta cepa mostro
resistencia a tetraciclina y cloranfenicol, y presentd intermedia a trimetropim-
sulfametoxazol

Tabla 10. Perfil de resistencia de las cepas de K. oxytoca del hospital para el Nifio
Poblano.

cepa Perfil de resistencia

KpNP 29 CRO, CAZ, AN, NN, CIP, SXT

KpNP 31 AMC, TIM, FOX, CRO, CAZ, FEP, IPM, Te,
AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, CL

Abreviaturas: AMC: amoxicilina- acido clavulanico, TIM: ticarcilina- acido

clavulanico, FOX: cefoxitina, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, FEP:

cefepime, IPM: imipenem, TE:etraciclina, AN: amikacina, GM:

gentamicina, NN: tobramicina, CIP: ciprofloxacino, LVX: levofloxacino,
NOR: norfloxacino, CL: cloranfenicol y SXT: trimetroprim sulfametoxazol.

El fenotipo BLEE se observd en el 87% (26/32) de las cepas de K. pneumoniae,
mientras que en K. oxytoca se observo en el 50% (1/2) de las cepas, mientras que el
fenotipo AmpC no se observo en ninguna cepa de las dos especies (Grafico 4; anexo
1).
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Gréfica 4. Fenotipo observado en las cepas de K. pneumoniae y oxytoca.

Determinacion de la CMI a aminoglucésidos y quinolonas en cepas de K.
pneumoniae y K. oxytoca aisladas de dos hospitales: Hospital para el Nifio
Poblano y del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla.

Las cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca utilizadas en este estudio fueron aisladas
de dos hospitales: Hospital para el Nifio Poblano y el Hospital Regional I.S.S.S.T.E de
Puebla. Yafies-Cedillo, 2024, realizo las pruebas bioquimicas y el perfil de resistencia
inicial a través de Kirby-Bauer de las cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de
Puebla. Posteriormente, a partir de estos resultados preliminares, se procedio a la
determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para aminoglucésidos y
quinolonas, con el objetivo de evaluar los niveles de resistencia en las cepas aisladas.
La inclusion de cepas de ambos hospitales se debe a su importancia de centros de
atencion médica en la regidén, permitiendo obtener un conjunto de cepas
representativas de las infecciones causadas por Klebsiella spp.

Se trabajo con un total de 48 cepas, de las cuales 32 cepas provenian del Hospital
para el Nifio Poblano (30 cepas K. pneumoniae y 2 cepas de K. oxytoca) y 16 cepas
del Hospital Regional I.S.S.S.T.E.de Puebla (15 cepas K. pneumoniae y 1 cepa K.
oxytoca), todas inicialmente mostraron resistencia o resistencia intermedia en el Kirby-
Bauer a la amikacina.

Al realizar la determinacion de CMI, de las 32 cepas del Hospital para el Nifio Poblano,
se identificd que solo 8 tenian resistencia a la amikacina, 6 cepas K. pneumoniae y 2
cepas K.oxytoca con valores de CMI iguales o superiores a 16 pg/mL. En particular,
las cepas KpNP 9 y KpNP 28 mostraron una resistencia extremadamente alta, con CMI
2128 ug/mL (Tabla 11, Anexo 2). Ademas 11 cepas se clasificaron con resistencia
intermedia, mientras que 13 cepas mostraron sensibilidad a la amikacina.
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En el caso de las 15 cepas de K. pneumoniae y 1 cepa de K. oxytoca del Hospital
Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla, inicialmente 8 cepas de K. pneumoniae mostraron
resistencia, 7 cepas de K. pneumoniae y 1 cepa de K. oxytoca se encontraban en el
rango intermedio, segun el método de Kirby-Bauer. Al aplicar la prueba de CMlI, se
encontrd que, de las 8 cepas que mostraron resistencia en Kirby-Bauer, 6 cepas de K.
pneumoniae mantuvieron esta resistencia con CMI mayores a 16 pg/mL, incluso
superiores a 128 pg/ml, como es el caso KpN 6, y KpN9, mientras que 2 cepas pasaron
al rango intermedio. En cuanto a las 7 cepas de K. pneumoniae y 1 cepa de K. oxytoca
gue estaban en el rango intermedio segun Kirby-Bauer, solo 1 cepa de K. pneumoniae
y K. oxytoca resultaron ser resistentes segun la CMI, 4 fueron intermedias y 3
resultaron sensibles a la amikacina. En total, se identificaron 8 cepas resistentes y 5
cepas con resistencia intermedia (Anexo 2).

Para la familia de las quinolonas, se emplearon norfloxacino y ciprofloxacino para
determinar la concentracion minima inhibitoria.

22 cepas de K.pneumoniae y 1 cepa de K.oxytoca del Hospital del Nifio Poblano, solo
22 cepas de K. pneumoniae. mostraron resistencia a norfloxacino por el método de
Kirby-Bauer, al realizar la prueba de concentracibn minima inhibitoria (CMI), se
observd un cambio en la resistencia, obteniendo solo 3 cepas de K.pneumoniae y 1
cepa K. oxytoca con una concentracion minima inhibitoria elevada de 32 a 2128 ug/mL
y 13 cepas de K. pneumoniae se encontraron en el rango de resistencia intermedia
con punto de corte igual a 8 ug/ml mientras que 6 cepas resultaron sensibles (Anexo
3).

En cuanto a las cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, 14 cepas de K.
pneumoniae mostraron resistencia a norfloxacino en el método de Kirby-Bauer. Al
realizar la prueba de concentracién minima inhibitoria (CMI), se obtuvieron 12 cepas
de K. pneumoniae con una concentracién minima inhibitoria elevada, variando de 32
a =128 uyg/ml (Tabla 11) y 2 cepas resultaron sensibles con un punto de corte de 4
pg/ml.

De las 30 cepas de K. pneumoniae y 2 cepas de K. oxytoca que inicialmente mostraron
resistencia a ciprofloxacino segun el método de Kirby-Bauer del Hospital del Nifio
Poblano, se identificd que solo 26 cepas de K. pneumoniae eran resistentes cuando
se avaluaron con el método de CMI y las 2 cepas de K. oxytoca resultaron sensibles.
Algunas cepas presentaron CMI bajas (por ejemplo, 1 pg/ml), mientras que otras
muestran CMI mucho mas altos (por ejemplo, 64 pg/ml o incluso mas de 128 ug/ml).

Se evaluaron 22 cepas de K. pneumoniae del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla,
las cuales mostraron resistencia segun el método de Kirby-Bauer a ciprofloxacino.
Posteriormente, se determiné la CMI para cada cepa, todas las cepas fueron
resistentes a ciprofloxacino, presentado concentraciones por encima de los puntos de
corte establecidos.
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Tabla 11. Concentracion Minima inhibitoria de amikacina, norfloxacino y
ciprofloxacino en cepas de K. pneumoniae el Hospital para el Nifio Poblano y
Hospital regional 1.S.S.S.T.E de Puebla.

Cepa

KpNP 1
KpNP 2
KpNP 3
KpNP 4
KpNP 5
KpNP 6
KpNP 7
KpNP 8
KpNP 9
KpNP 10
KpNP 11
KpNP 12
KpNP 13
KpNP 14
KpNP 15
KpNP 16
KpNP 17
KpNP 18
KpNP 19
KpNP 20
KpNP 21
KpNP 22
KpNP 23
KpNP 24
KpNP 25
KpNP 26
KpNP 27
KpNP 28
KpNP 30
KpNP 33
KpN 1

KpN 2

KpN 3

KpN 4

KpN 5
KpN 6

Amikacina
32 yg/ml (R)
4 ug/ml (S)
4 ug/ml (S)
128 pg/ml (R)
8 pug/ml (1)

1 ug/ml (S)
8 ug/ml ()

1 ug/ml (S)
>128 ug/ml (R)
4 pyg/ml (S)
16 pg/ml (R)
4 pyg/ml (S)
8 pug/ml ()
8 ug/ml ()
2 ug/ml (S)
2 ug/ml (S)
4 pyg/ml (S)
4 ug/ml (S)
8 ug/ml ()
8 ug/ml ()
4 pug/ml (S)
8 ug/ml ()
2 ug/ml (S)
8 ug/ml ()
8 pg/ml ()
2 pg/ml (S)
16 pg/ml (R)
>128 pg/ml (R)
8 ug/ml (1)
8 ug/ml (1)
128 pg/ml (R)
8 pg/ml (I)
16 pg/ml (R)
NR

32 ug/ml (R)
>128 ug/ml (R)

CMI (ug/ml)
Norfloxacino
4 ug/ml (S)
8 pug/ml (1)
8 pug/ml (1)
2 ug/ml (S)

128 pg/ml (R)
2 ug/ml (S)
8 ug/ml (1)
2 ug/ml (S)
2 yg/ml (S)
2 yg/ml (S)
8 pug/ml (1)
8 ug/ml (1)
2 ug/ml (S)
2 yg/ml (S)
2 ug/ml (S)
2 ug/ml (S)
8 ug/ml (1)
8 pug/ml (1)
8 ug/ml (1)
8 ug/ml (1)

>128 yg/ml (R)
4 ug/ml (S)
32 ug/ml (R)
8 ug/ml (1)
NR
8 ug/ml (1)
NR
NR
8 ug/ml ()
8 ug/ml (1)
128 ug/ml (R)
NR
NR
>128 yg/ml (R)

>128 pg/ml (R)
64 ug/ml (R)
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Ciprofloxacino
1 pg/ml (R)
2 ug/ml (R)
2 ug/ml (R)

1 pg/ml (R)
64 pg/ml (R)
0.125 pg/ml (S)
8 ug/ml (R)

1 pug/ml (R)
0.125 pg/ml (S)
0.125 pg/ml (S)
4 pg/ml (R)
4 pg/ml (R)
4 pg/ml (R)
4 pg/ml (R)
2 ug/ml (R)

1 pug/ml (R)
2 ug/ml (R)
2 ug/ml (R)
4 ug/mi(R)

4 pg/ml(R)
>128 ug/ml (R)
4 pg/ml (R)
32 ug/ml (R)
8 ug/ml (R)
2 ug/ml (R)
4 pg/ml (R)
0.25 ug/ml (S)
16 pg/ml (R)
4 pg/ml (R)
4 pg/ml (R)
64 ug/ml (R)
4 pg/ml (R)
4 pg/ml (R)
128 pg/ml (R)

128 pug/ml (R)
64 ug/ml (R)




KpN 7 16 pg/ml (R) 4 ug/ml (S) 64 pg/ml (R)
KpN 8 8 ug/ml () NR 4 pg/ml (R)
KpN 9 >128 pg/ml (R) 128 pg/ml (R) 2 ug/ml (R)
KpN 10 NR NR 64 ug/ml (R)
KpN 11 2 ug/ml (S) >128 ug/ml (R) 4 pg/ml (R)
KpN 13 NR >128 pg/ml (R) 128 pg/ml (R)
KpN 14 NR >128 ug/ml (R) 128 pg/ml (R)
KpN 15 NR 4 ug/ml (S) 4 pg/ml (R)
KpN 16 16 pg/ml (R) NR 4 pg/ml (R)
KpN 17 NR 32 yg/ml (R) 32 pg/ml (R)
KpN 18 NR 64 pg/ml (R) 64 pg/ml (R)
KpN 19 2 pg/ml (S) NR 1 pg/ml (R)
KpN 20 8 pug/ml (1) NR 4 pg/ml (R)
KpN 21 2 ug/ml (S) >128 ug/ml (R) 128 pg/ml (R)
KpN 22 16 pg/ml (R) 16 ug/ml (R) >128 pg/ml (R)
KpN 23 8 pug/ml () NR 4 ug/ml (R)

Los puntos de corte de CMI utilizados fueron los siguientes: ciprofloxacino: R: = 1 pg/ml, I: 0.12-0.5
pg/ml, S: £ 0.06 ug/m, amikacina: R: = 16 yg/ml, I: 8 ug/ml, S: <4 pg/ml, norfloxacino: R: = 16 yg/mi, I
8 ug/ml, S: < 4 ug/ml. Rojo: Resistente (R), Azul: Sensible (S), Negro: Intermedio (1), NR: No realizado.
Las pruebas de sensibilidad fueron realizadas mediante el método de dilucién en agar, siguiendo los
criterios establecidos por el CLSI, 2023.

Deteccidn de genes de resistencia a aminoglucésidos

Para la busqueda de genes de resistencia a aminoglucésidos, se trabajé con un total
de 17 cepas de K. pneumoniae y 2 cepas K. oxytoca del Hospital para el Nifio Poblano,
las cuales fueron seleccionadas con base a su resistencia y resistencia intermedia a
amikacina determinadas mediante el método de CMI. Ademas se incluyeron 12 cepas
K. pneumoniae y 1 cepa K. oxytoca del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla,
también seleccionadas por su resistencia y resistencia intermedia segun la CMI a
amikacina, dando un total de 32 cepas para la busqueda de genes de resistencia a
aminoglucosidos .

A las 29 cepas de K. pneumoniae y 3 cepas de K. oxytoca se les realiz6 la prueba de
PCR para deteccion de los genes aac(6’)-1b (482 pb), aac(3)-Il (237 pb), los cuales
codifican para enzimas modificadoras de aminoglucésidos.
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Figura 3 Deteccion de los genes aac(6’)-Ib (482 pb), aac(3)-11 (237 pb). A) aac(6)-
Ib, Carril 1: marcador de peso molecular, Carril 2: control positivo E. coli C7226 Carril
3: blanco, carril 4: Kpn 1, carril 5: Kpn 2, carril 6: Kpn3, carril 7: Kpn 5, carril 8: Kpn6,
carril 9: kpn7, carril 10: Kpn8, carril 11: Kpn9, carril 12: kpn12, carril 13: Kpn 16, carril
14: Kpn20 B) aac(3)-Il, Carril 1: marcado de peso molecular, Carril 2: blanco, Carril
3: control positivo cepa K.pneumoniae KPE46

El 76% (22/29) de las cepas de K. pneumoniae fueron positivas al gen aac(6’)-lIb, para
las cepas K. oxytoca el 100% (3/3) fueron positivas al gen (Grafica 5; Anexo 2).

Presencia del gen aac(6')-Ib en K.
pneumoniae y K. oxytoca

30 22
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, — —
aac(6')-1b en K.pneumoniae aac(6')-1b en K. oxytoca

B Positivas M Negativas

Grafica 5. Presencia del gen de resistencia aac(6’)-Ib en las cepas de K.
pneumoniae y K. oxytoca. Azul claro: positivas al gen aac(6’)-lb en cepas de K.pneumoniae
(n=22) , Naranja: cepas de K. pneumoniae negativas al gen aac(6’)-1b (n=7); Azul marino: cepas de K.
oxytoca positivas al gen aac(6’)-Ib (n=3).
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Mientras que para gen aac(3)-1l, el 93%  (27/29) de las cepas de K. pneumoniae y
el 100% (3/3) de las cepas de K. oxytoca  resultaron positivas (Grafica 6).

Presencia del gen aac(3)-1l en K.
pneumoniae y K. oxytoca
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Gréfica 6. Presencia del gen de resistencia aac(3)-Il en las cepas de K.
pneumoniae y K. oxytoca. Azul claro: cepas de K. pneumoniae positivas al gen
aac(3)-Ib (n=27) , Naranja: cepas de K.pneumoniae negativas para aac(3)-lb (n=2);
Azul marino: cepas de K. oxytoca positivas para aac(3)-Ib (n=3).

De las 22 cepas de K. pneumoniae positivas para aac(6’)-1b, 15 provienen del Hospital
para el Nifio Poblano, y 7 del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla. Por otro lado,
las tres cepas de K. oxytoca positivas para aac(6’)-lb se distribuyen en dos cepas
provenientes del Hospital para el Nifio Poblano y una del Hospital Regional I.S.S.S.T.E
(Grafica 7). Mientras que para aac(3)-1l, de las 27 cepas positivas, 15 cepas de K.
pneumoniae son del Hospital para el Nifio Poblano y 12 cepas de K. pneumoniae del
Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, para K. oxytoca , 2 cepas provienen del
Hospital para el Nifio Poblano y 1 del Hospital regional I.S.S.S.T.E (figura 8)
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Numero de cepas de K. pneumoniae y K.
oxytoca por hospital positivas a aac(6’)-I1b
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Gréfica 7. Numero de cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca positivas para el
gen aac(6’)-1lb agrupadas por hospital. Izquierda: cepas del Hospital para el Nifio
Poblano (HNP), derecha: Cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, Azul:
Cepas de K. pneumoniae positivas al gen aac(6’)-lb; Naranja: Cepas de K. oxytoca
positivas al gen aac(6’)-1b

Numero de cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca positivas
para el gen aac(3)-1l agrupadass por Hospital
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Gréafica 8. Numero de cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca positivas a aac(3)-Il
Izquierda: cepas del Hospital para el Nifio Poblano (HNP), derecha: Cepas del Hospita
Regional I1.S.S.S.T.E de Puebla, Azul: Cepas de K. pneumoniae positivas al ger
aac(3)-1l; Naranja: Cepas de K. oxytoca positivas al gen aac(3)-II.
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Deteccion de genes de resistencia a quinolonas.

Para la busqueda del gen de resistencia a quinolonas gnrB, se emplearon un total de
31 cepas, 30 cepas de K. pneumoniae y 1 cepas de K. oxytoca del Hospital para el
Nifio Poblano, y 22 cepas K. pneumoniae del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla,
teniendo un total de 53 cepas. El tamarfio del amplificado esperado fue de 264 pb. Para
la busqueda del gen gnrA, se seleccionaron 9 cepas en las que no se detecto el gen
gnrB.

A) B)

1000 pb

500 pb

200 pb
100 pb

100 pb

Figura 4. Deteccién de los genes de resistencia qnrA (580 pb) y qnrB (264 pb)
A) gnrA, Carril 1: marcador de peso molecular, Carril 2: Blanco, Carril 3: sin muestra,
carril 4: control positivo E. coli CUA 44, carrii 5 y 6: KpNP1 y KpNP 6,
respectivamente. B) gnrB, CARRIL 1: marcador de peso molecular, Carril 2: Blanco,
Carril 3 y 4: control positivo K.pneumoniae KpS2, carril 5: KpNP 2.

El 83% (43/52) de las cepas de K. pneumoniae fueron positivas para gnrB. La
busqueda del gen gnrA se realiz6 en las 9 cepas que resultaron negativas para qnrB,
las cuales ni una presento el gen gnrA. En cuanto a la Unica cepa de K. oxytoca
evaluada, result6 positivo al gen gnrB y negativa al gen gnrA (Grafico 9, Anexo 3).
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Presencia del gen gnrB en cepas de K.
pneumoniae y K. oxytoca
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Grafica 9. Numero de cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca positivas al gen de
resistencia qnrB. Azul claro: cepas positivas a gnrB en K. pneumoniae (n=43).
Naranja: cepas de K.pneumoniae negativas a qnrB (n=9) Azul marino: gnrB positivo
en cepas de K. oxytoca (n=9).

De las 43 cepas de K. pneumoniae positivas para el gen gnrB, 23 cepas provienen del
Hospital para el Nifio Poblano y 20 del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla. La
Unica cepa de K. oxytoca positiva para gnrB proviene del Hospital para el Nifio Poblano
(Grafico 10). Por otro lado, ninguna de las 9 cepas analizadas para la busqueda del
gen qnrA resultdé positiva, de estas, 7 cepas procedian del Hospital para el Nifio
Poblano y 2 cepas del Hospital Regional I.S.S.S.TE de Puebla.
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Numero de cepas de K. pneumoniae y K.
oxytoca por hospital positivas a gnrB
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B K. pneumoniae positivas para gnrB K. oxytoca positivas para gnrB

Grafica 10. Namero de cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca positivas a gnrB.
Izquierda: cepas del Hospital para el Nifio Poblano (HNP), derecha: Cepas del
Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, Azul: Cepas de K. pneumoniae positivas al
gen gnrB; Naranja: Cepas de K. oxytoca positivas al gen gnrB

Determinacion de la relacion clonal de las cepas de K. pneumoniae del Hospital
para el Nifio Poblano.

Para determinar si las cepas circulantes en el Hospital para el Nifio Poblano se
encontraban relacionadas genéticamente se analizaron 29 cepas de K. pneumoniae
mediante PFGE-Xbal. las imagenes obtenidas de los patrones de restriccion se
analizaron para elaborar matrices de similitud. Posteriormente, se construyd un
dendrograma utilizando el programa NTSYSpc 2.21q, basado en el coeficiente de
similitud de Dice y el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages).

El andlisis de la macrorestriccion y los fragmentos generados resultaron en 28
patrones de bandeo diferentes (PT2 a PT29) para las cepas de K. pneumoniae; PT1
corresponde a la cepa control incluida en el analisis. Dentro del dendograma, dos
cepas (KpNP 17 y KpNP 18), que fueron aisladas de la misma paciente, se agruparon
en el grupo A, con una similitud genotipica del 85% (indice de similitud de Dice 285%),
lo cual nos sugiere que estan estrechamente relacionadas, de acuerdo con los criterios
de Tenover et al., 1995. Los aislamientos restantes que se encuentran en el
dendrograma, con coeficiente de Dice menor de 0.85, fueron definidos como
genéticamente no relacionadas.
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Figura 5. Dendograma UPGMA y PFGE de los patrones de restriccion obtenidos de la digestion con la enzima Xbal,
de 29 cepas de K. pneumoniae del Hospital para el Nifio Poblano. Clasificacién basada en el andlisis de agrupacion
utilizando el coeficiente de similitud de dice (valor >80%) de acuerdo con los criterios de Tenover.et al., 1995
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DISCUSION

El género Klebsiella spp. pertenece a patégenos nosocomiales oportunistas de gran
importancia, debido a su capacidad para presentar resistencia a multiples antibioticos
y su capacidad para causar una variedad de infecciones, desde neumonia hasta
bacteriemias en pacientes inmunocomprometidos o expuestos frecuentemente a la
atencion médica. Klebsiella spp. es un patégeno emergente que ha incrementado su
incidencia en las infecciones asociadas a la atencion de la salud (Li et al., 2023). De
hecho en el 2023 la RHOVE reporté que dentro de los 5 principales microorganismos
causantes de las IAAS (Infecciones asociadas a las atencion de la salud) se
encontraba K. pneumoniae.

En el presente estudio se incluyeron un total de 55 cepas de Klebsiella spp., de las
cuales 30 correspondieron a K. pneumoniae y 2 a K. oxytoca recuperadas de nifios
hospitalizados en diferentes areas del Hospital para el Nifio Poblano (HNP). Esta
distribucion resulté en una proporcion de 15:1 de K. pneumonia en comparacién con
K. oxytoca. En el Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, se recolectaron 22 cepas
de K.pneumoniae y 1 K. oxytoca, con una proporcion de 22:1. Estos hallazgos
confirman una mayor prevalencia de K.penumoniae en comparacion con K. oxytoca,
como se ha observado en estudios anteriores.

En comparacion con un estudio previo realizado por Pérez—Sanchez, en 2020 en las
mismas instituciones, se observaron diferencias notables antes como durante la
pandemia de COVID-19. Del HNP se recolectaron solo 3 cepas de K. pneumoniae en
los afios 2014-2015, mientras que en nuestro estudio se obtuvieron 21 cepas durante
los afios previos a la pandemia (2018-2019). Sin embargo, durante la pandemia (2020-
2021), el numero de aislamientos disminuy6é a 11 cepas. En el Hospital Regional
I.S.S.S.T.E se recolectaron 60 cepas (56 cepas de K. pneumoniae y 4 de K. oxytoca)
recolectadas entre 2016 y 2018, con una proporcion 14:1, mientras que en nuestro
estudio registro 23 cepas (22 de K. pneumoniae y 1 de K. oxytoca) entre 2021 y 2022.

Durante los afios 2020 y 2021, muchos hospitales enfrentaron una sobrecarga de
pacientes con COVID-19, lo que probablemente redujo la capacidad para diagnosticar
y recolectar muestras de infecciones no relacionas, esto se ve reflejado en el Hospital
para el Nifio Poblano, donde se observa una disminucién en el nUmero de aislamientos
en 2020 y 2021 (4 y 5 cepas respectivamente) respecto a afos anteriores. En
contraste, el Hospital Regional 1.S.S.S.T.E reporté un mayor nimero de aislamientos
en 2021, con 22 cepas de K. pneumoniae y 1 de K. oxytoca. sin embargo, esta cifra
fue menor en comparacion con los resultados obtenidos por Pérez-Sanchez en 2020
en el mismo hospital entre 2016 y 2018. En el trabajo de Rath y Padhy (2014), la
proporcion fue de 1.54:1, mientras que en el estudio de Abdullah et al., (2015) fue de
1.04:1, mostrando proporciones casi iguales de K. pneumoniae y K. oxytoca. En
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contraste, el estudio de Chakraborty et al., (2016) reportd una proporcion de 9:1,
indicando una mayor predominancia de K. pneumoniae.

La diferencia entre las proporciones de nuestro estudio con los de estudios
internaciones podria estar influenciada por la cantidad de cepas analizadas en cada
uno de estos, asi como que no son muestras consecutivas (Abdul Rahim et al., 2015;
Chakraborty, 2016). Aun asi, nuestros resultados confirman que K. pneumoniae fue
significativamente mas frecuente que K. oxytoca como patdégeno causante de
infecciones clinicas en humanos dentro de las cepas analizadas, destacandose como
un agente prevalente en el entorno hospitalario, tanto antes como durante la pandemia
de COVID-19.

En cuanto a los servicios hospitalarios donde se aislaron mas cepas de Klebsiella spp,
destacan la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN), urgencia (U) y Cirugia
(CX), esto datos son similares con los que se han registrado en México y el mundo
(Afsharipour et al., 2022; Sanchez-Alvarez et al., 2022).

Por otro lado al realizar el perfil de sensibilidad a los antibidticos de las cepas del
Hospital para el Nifio Poblano, los resultados revelan un 80% de resistencia promedio
en las cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca frente a los diferentes grupos de
antibioticos evaluados en las cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca, destacando
niveles criticos en B-lactamicos, aminoglucosidos y quinolonas, lo que plantea una
importante preocupacion clinica para el tratamiento de infecciones provocadas por
este patdgeno.

Para el grupo de los B-lactamicos e inhibidores de B-lactamasas, el 93% de las cepas
de K. pneumoniae demostro resistencia a amoxicilina- acido clavulanico y el 95% a
ticarcilina- acido clavulanico. Estas combinaciones de antibidticos son ampliamente
usadas por su amplio espectro de actividad, sin embargo, actualmente han
demostrado una reduccion de eficacia, hallazgo que concuerda con estudios como el
de Sharma et., al 2023, donde de 40 cepas de K. pneumoniae el 90 % fue resistente
a amoxicilina/acido clavulanico, y en el de Enjema et al., 2021, el cual report6
resistencia del 86% y 83.6% ,respectivamente. Comparando con el estudio de Pérez-
Sanchez (2020), que analizé solo tres cepas recolectadas antes de la pandemia de
COVID-19 en la misma institucién, el 67% (2/3) de las cepas fueron resistencia a
amoxicilina- ac. clavulanico, un porcentaje menor que el observado en este estudio.
Esta diferencia podria deberse al reducido tamafio de muestra en el estudio previo y
al incremento en la presion selectiva por el mayor uso de antibiéticos durante la
pandemia.

Respecto a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién, todas las cepas (100%)
fueron resistentes a ceftriaxona, el 97% a ceftazidima y el 93% a cefepime. Estos
resultados podrian estar relacionado con el alto porcentaje de cepas productoras de
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B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), detectadas en el 87% de cepas de K.
pneumoniae en este estudio. En cambio, se observd un menor porcentaje de
resistencia para cefoxitina, con solo un 17% de las cepas de K. pneumoniae, ademas,
en nuestro estudio no se identificaron cepas que presentaran el fenotipo AmpC, que
generalmente confieren resistencia a este tipo de antibiéticos. Comparando con Pérez
- Sanchez (2020), donde las tres cepas analizadas presentaron resistencias del 67%
a cefazolina, 33% a ceftazidima y 33% a cefoxitina, se observan diferencias
significativas atribuibles tanto al pequefio tamafio muestral como al aumento de la
resistencia durante la pandemia.

En relacién con los carbapenémicos, los resultados de este estudio mostraron una
resistencia del 57% (17/30) a meropenem, 80% (24/30) a imipenem. Estos hallazgos
son mas altos en comparacion con los reportados por el estudio previo Pérez-
Sanchez, 2020, quien reportd que solo una de las tres cepas analizadas mostro
resistencia a ambos carbapenémicos. No obstante, los altos niveles de resistencia
observados siguen siendo motivos de preocupacion, ya que los carbapenémicos son
considerados el tratamiento de ultima linea en infecciones graves. Es importante
determinar a que se debe esta resistencia y determinar los niveles de CMI en estudios
posteriores.

Respecto a otros antibidticos, se observé una alta tasa de resistencia a las
tetraciclinas, con un 80% de las cepas resistentes, teniendo un aumento elevado a
este antibidtico, esto concuerda con otros estudios realizados, donde se notifica que
la resistencia a este antibidtico ha aumentado a lo largo de los afos. Al ser un
antibiotico de amplio espectro limita su uso en el tratamiento de infecciones. Por otro
lado, la resistencia al cloranfenicol fue baja, con solo un 7% de las cepas mostrando
resistencia. aunque el cloranfenicol no se utiliza como tratamiento de primera linea en
infecciones graves por K. pneumoniae, su alta tasa de sensibilidad en la mayoria de
las cepas lo puede convertir en opcion a considerar en algunos contextos especificos,
especialmente en infecciones graves como meningitis causadas por cepas resistentes
a multiples farmacos (MDR), sin embargo su uso aun esta restringido (Rahim et al.,
2015). En comparacion, el estudio de Pérez-Sanchez, 2020 se reportd resistencia a
tetraciclinas en una de tres cepas y ninguna a cloranfenicol, resaltando nuevamente
las diferencias atribuibles al tamafio muestral reducido y al impacto de la pandemia en
la diseminacion de resistencia.

De las 2 cepas de K. oxytoca, KpNP 29 se clasifico como MDR, presentando
resistencia en penicilinas con inhibidores de 3-lactamasas (AMC, TIM), cefalosporinas
(CRO, CAZ), aminoglucosidos (AN, NN), quinolonas (CIP), sulfonamidas (SXT),
notando que presenta resistencia a mas de tres familias diferentes, estos resultados
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nos sugieren presencia de varios mecanismos de resistencia. De acuerdo con los
resultados, esta cepa presento el fenotipo BLEE, lo cual concuerda con la resistencia
gue tiene a cefalosporinas, sin embargo, se tendrian que realizar mas estudios para
conocer genotipicamente los mecanismos y enzimas involucrados. En el caso KpNP
31, se clasifica como XDR, al presentar resistencia en todas las categorias excepto
dos o menos. Esta cepa presentd resistencia en penicilinas con inhibidores de [3-
lactamasas (AMC, TIM), cefalosporinas (FOX, CRO, CAZ, FEP), carbapenémicos
(IMP), tetraciclinas (Te), aminoglucésidos (AN, GEN, NN), quinolonas (CIP, LVX,
NOR), fenicoles (CL). Al presentar una resistencia a multiples familias de antibidticos,
nos plantea un gran riesgo a la salud publica, esta cepa no presento el fenotipo BLEE,
sin embargo la cepa podria tener otras BLEE que no son detectadas por el método
utilizado en este estudio. Ademas, podrian estar involucrados otros mecanismos de
resistencia, tales como modificaciones en las proteinas de unién a penicilina (PBP’s),
bombas de expulsion o alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa, que
contribuyen a este perfil de resistencia y deben ser investigados (Li et al., 2023).

Los aminoglucésidos son un grupo de antibiéticos ampliamente utilizados en el
tratamiento de diversas infecciones bacterianas, especialmente aquellas causadas por
bacterias Gramnegativas, como Klebsiella spp. Dentro de este grupo, los antibioticos,
amikacina, gentamicina y tobramicina, son los que se prescriben con mayor frecuencia
(Foudraine et al., 2021).

En este estudio, al realizar el Kirby-Bauer, se observo una alta tasa de resistencia a
los aminoglucosidos, en las cepas de K. pneumoniae del Hospital para el Nifio Poblano
revelaron que el 100% (30/30) fue resistente a amikacina, 83% (25/30) a gentamicina,
93% (28/30) a tobramicina.

Estos resultados reflejan un panorama preocupante en el contexto local, ya que limitan
las opciones terapéuticas para infecciones graves por K. pneumoniae. En
comparacion, en el Hospital 1.S.S.S.T.E, las tasas de resistencia a aminoglucosidos
fueron menores que las observadas en este estudio, el 36% (8/22) de las cepas fueron
resistentes a amikacina, el 45% (10/22) a gentamicina y el 59% (13/22) a tobramicina.
Estas diferencias podrian deberse a varios factores, como las practicas de prescripcion
de antibidticos, el control de infecciones y el tipo de poblacion atendida en cada
institucion, ademas, también podria estar relacionadas con las caracteristicas de las
cepas circulantes.

Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con estudios
internacionales, por ejemplo, en el 2023, se reportd en Arabia Saudita, que el 100%
(51/51) de las cepas analizadas fueron resistentes a la amikacina, para gentamicina
el 98% (50/51) y el 98% (50/51) a la tobramicina (Ahmed et al., 2023). De manera
similar, en Iran por Azimi et al., 2024 mostro una alta tasas de resistencia a gentamicina
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93,6% (131/144), tobramicina 86,4%(121/144), sin embargo para la amikacina la
resistencia fue menor 60% (60/144) (Leila Azimi et al., 2024). Estas cifras confirman
una preocupante tendencia global de aumento en la resistencia a aminoglucésidos en
K. pneumoniae.

Al comparar con datos locales previos, el estudio de Pérez- Sdnchez, 2020, realizado
con tres cepas recolectadas antes de la pandemia de COVID-19 en el mismo Hospital,
ninguna cepa presentd resistencia a amikacina, ni a gentamicina y solo dos
presentaron resistencia a tobramicina. Esta diferencia podria explicarse por el reducido
namero de cepas analizadas y por el impacto de la pandemia, que probablemente
incremento la presion selectiva debido al uso indiscriminado de antibidticos,
favoreciendo la propagacion de cepas resistentes.

En el caso de las dos cepas de K. oxytoca, KpNP29 y KpNP31, ambas fueron
resistentes a amikacina y tobramicina, mientras que KpNP29 presentd resistencia
intermedia a gentamicina y KpNP31 fue resistente a este ultimo antibidtico. Estos
resultados difieren con algunos estudios previos, en los que las cepas de K. oxytoca
fueron sensibles a amikacina y gentamicina, se han reportado casos de resistencia a
tobramicina. lo que sugiere que este Ultimo antibiético podria estar perdiendo
efectividad frente a K. oxytoca en diversos lugares (AL-Khikani et al., 2020).

El hecho de que las cepas analizadas sean resistentes a la mayoria de los
aminoglucésidos probados y, que son los mas utilizados en la practica clinica,
compromete seriamente su eficacia como opciones de terapéutica.

Ademas en este estudio, las cepas de K. pneumoniae presentaron altos niveles de
resistencia a las quinolonas, el 100% (30/30) de las cepas presenté resistencia a
ciprofloxacino, el 83%(25/30) a levofloxacino y 73% (22/30) a norfloxacino. Estos
resultados contrastan con los reportados por Pérez- Sanchez, 2020, quien analizé tres
cepas recolectadas de la misma institucion antes de la pandemia de COVID-19, de las
cuales solo una presento resistencia a los tres antibioticos probados. Esta discrepancia
puede atribuirse a varios factores, como el incremento de la presion selectiva derivada
del uso intensivo de antimicrobianos durante la pandemia, que probablemente
favoreci6 la diseminacion de cepas resistentes. Ademas, el reducido niamero de cepas
analizadas en el estudio previo limita la posibilidad de obtener una representacion
precisa de los niveles de resistencia en ese momento.

Por otro lado, las dos cepas de K. oxytoca también presentaron resistencia a
ciprofloxacino, y solo una a levofloxacino y norfloxacino. Estos resultados concuerdan
con los presentados en otro estudio en donde se analizaron 2 cepas, las cuales las
dos presentaron resistencia a ciprofloxacino y levofloxacino (Tohamy et al., 2018). Esta
consistencia en los datos sugiere una tendencia en la resistencia de K. oxytoca hacia
las quinolonas en diferentes contextos geograficos.
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La alta resistencia observada en Klebsiella spp. a esta clase de antibioticos representa
un desafio clinico importante. Dado que las quinolonas son frecuentemente empleadas
en el tratamiento de infecciones graves, su disminuida efectividad podria limitar las
opciones terapéuticas disponibles (Bush et al., 2020).

Por otra parte, la importancia de este estudio se basa en analizar la resistencia a
quinolonas y aminoglucésidos para lo cual se incluyeron, ademas de las 30 cepas de
K. pneumoniae y 2 cepas de K. oxytoca del Hospital para el Nifio Poblano, 22 cepas
de K. pneumoniae y 1 cepa de K. oxytoca aisladas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E
de Puebla, a las cuales se les realiz6 la CMI y busqueda de genes de resistencia de
estas familias de antibioticos. Se realizdé la CMI para amikacina en las cepas que
presentaron resistencia por Kirby-Bauer, lo que nos permitié conocer la concentracion
exacta del antibidtico necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano, lo que nos
proporciond informacion mas detallada.

Al realizar la CMI para amikacina en las cepas del Hospital para el Nifio Poblano, se
encontré que solo 6 cepas de las 30 de K. pneumoniae y las 2 cepas de K. oxytoca
presentaron resistencia acorde a los puntos de corte establecidos. Estos hallazgos
indican que el método de kirby-Bauer clasifico incorrectamente en un numero
significativo de cepas de K. pneumoniae, destacando la importancia de confirmar los
resultados mediante la determinacion de CMI. En el caso de las cepas del hospital
regional I.S.S.S.T.E de puebla, se evaluaron 15 cepas de K. pneumoniae y 1 cepa de
K. oxytoca, seleccionadas previamente por el método de difusion en disco de Kirby-
Bauer, divididas en dos grupos: 8 cepas resistentes y 7 cepas intermedias de K.
pneumoniae y la cepa de K. oxytoca intermedia. Los resultados de la CMI mostraron
que de las 8 cepas inicialmente clasificadas como resistentes, solo 6 fueron
clasificadas como resistentes, de las 7 que inicialmente eran intermedias, solo 2 se
mantuvieron en dicha categoria, mientras que 2 fueron reclasificadas como
resistentes, y la Unica cepa de K.oxytoca al realizar la CMI confirmé que se encontraba
como intermedia. Aunque también se observo diferencia, hubo mayor concordancia
entre ambos métodos en el hospital regional I.S.S.S.T.E en comparacion con el
Hospital para el Nifio Poblano. La discrepancia podria explicarse en parte porque el
método de Kirby-Bauer es cualitativo y depende de la interpretacion visual de los halos
de inhibicién, lo cual puede verse influido por factores técnicos como la concentraciéon
inicial del antibidtico en el disco y la precisién en la medicion de los halos. Esto puede
dar lugar a errores que, aunque menores, pueden alterar la categorizacion de
resistencia, subrayando la necesidad de métodos cuantitativos como la CMI. Ademas,
las cepas podrian presentar variabilidad en los mecanismos de resistencia, lo que
influye en su fenotipo de resistencia y en como responden a los antibidticos. Ademas,
las caracteristicas del entorno de cada hospital, como el uso de antibiéticos y las
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practicas de tratamiento, pueden generar una presion selectiva diferente sobre las
cepas.

Al comparar los resultados obtenidos con estudios previos, se encuentra que Mustafa
et al., 2020 report6 una tasa de resistencia del 42% en aislamientos de Klebsiella spp.,
con valores de CMI 264 pg/ml. En México, un estudio de 2012 report6 una resistencia
ala amikacina del 13,1 % en un rango de CMI superiores a 32 pg/ml, lo que se asemeja
mas a los valores observados en las cepas analizadas y reflejando posiblemente
diferencias en la presion selectiva por uso de antibioticos a nivel regional (Morfin-Otero
et al., 2012). Estas variaciones entre los estudios refuerzan la importancia de realizar
investigaciones locales para identificar patrones de resistencia especificos de la
region, ayudando a ajustar los protocolos de vigilancia epidemioldgica y mejorar las
politicas de uso de antibiéticos en hospitales locales.

En cuanto a la determinacién de la CMI para las quinolonas, especificamente
norfloxacino y ciprofloxacino, se observaron diferencias significativas en la resistencia
bacteriana cuando se compararon los resultados obtenidos por el método de Kirby-
Bauer y la CMI.

En el Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla, la comparacién entre Kirby-Bauer y la
CMI fue total (100%) para las cepas de K. pneumoniae resistentes a ciprofloxacino y
casi completa para norfloxacino, donde 12 de las 14 (86%) cepas confirmaron
resistencia por ambos métodos. Estos hallazgos sugieren que la resistencia a las
quinolonas se encuentra en niveles altos, lo que se refleja en los valores de CMI
consistentemente altos (por ejemplo, 264 pg/ml y >128 ug/ml) observados en estas
cepas. En contraste, en el Hospital para el Nifio Poblano, Kirby-Bauer clasificé al 100%
de las cepas de K. pneumoniae y K. oxytoca como resistentes a ciprofloxacino, sin
embargo, la CMI revel6 que solo el 88% de K. pneumoniae y ninguna cepa de K.
oxytoca mantenian esa clasificacion. Norfloxacino, present6 alun mayores
discrepancias, donde de las 23 cepas clasificadas como resistentes por Kirby-Bauer,
solo 4 (3 de K. pneumoniae y 1 de K. oxytoca) confirmaron la resistencia mediante
CMI, mientras que el resto fue reclasificado como intermedio o sensible.

En estudios internacionales, por ejemplo, en Iran, se analizaron 92 cepas de K.
pneumoniae encontrdndose que, solo 20 aislamientos resultaron no sensibles a
ciprofloxacino, solo 15 cepas mantuvieron esa resistencia segun CMI en rangos de 6-
128 ug/ml, mientras que cinco fueron reclasificadas como intermedia con CMI de 1.5-
3 ug/ml (Jomehzadeh et al., 2022). Esta diferencia en los rangos de CMI sugiere una
presion selectiva antibidtica mas intensa o la presencia de mecanismos de resistencia
mas variados en las cepas locales. Entre estos mecanismos, podrian o0 estan
involucrados la presencia de genes de resistencia como gnr, que no fueron analizados
en este estudio, mutaciones en las topoisomerasas (gyrA y parC), bombas de
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expulsion (ogxAB y quepa) y alteracion en la permeabilidad en la membrana externa.
Esto resalta la necesidad de realizar estudios genotipicos adicionales para tener una
mejor caracterizacion e identificacion de los mecanismos de resistencia en las cepas
de K. pneumoniae analizadas en este estudio (Correia et al., 2017).

Asimismo, un estudio europeo encontrd0 que el 12% de los aislamientos de K.
pneumoniae (10 de 84 cepas) mostraron sensibilidad reducida a norfloxacino con CMI
22 mg/l (Rydberg et al., 1994). En contraste, en las cepas locales, los valores de CMI
para norfloxacino fueron considerablemente altos en la mayoria de las cepas del
Hospital Regional I.S.S.S.T.E. Estas diferencias podrian estar relacionadas con
variaciones regionales en el uso de quinolonas, la presion antibiética en los hospitales
o la diversidad genética de las cepas.

Ademas, mientras que en los estudios internacionales se reporta una menor
proporcion de cepas con resistencia intermedia o sensibilidad reducida, las cepas
locales presentan una distribucion marcada , con la mayoria de los aislamientos
categorizados como altamente resistentes acorde a los valores de CMI. Esto podria
estar indicando que las cepas circulantes en los hospitales analizados presentan mas
de un mecanismo de resistencia.

La CMI es esencial para obtener datos mas certeros de la resistencia en los
antibioticos, facilitando decisiones sobre los tratamientos y mejorar las politicas de uso
de antibiéticos en cada hospital.

Con respecto a los genes relacionados con la resistencia a aminoglucésidos, en este
estudio, en el Hospital I.S.S.S.T.E , el gen aac(6’)-Ib se detect6 en el 58% de las cepas
de K. pneumoniae y en una cepa de K. oxytoca que se clasificaron como resistencia e
intermedia, mientras que en el Hospital para le Nifio Poblano este gen se identificé en
el 88% de las cepas de K. pneumoniae y las dos cepas de K. oxytoca. Por otro lado,
el gen aac(3’)-11 se detectd en el 100% de las cepas de K. pneumoniae y en la cepa de
K. oxytoca del Hospital I.S.S.S.T.E. mientras que en el Hospital para el Nifio Poblano
se identificd en el 88% de las cepas de K. pneumoniae y en las dos cepas de K.
oxytoca.

La prevalencia de estos genes se compard con estudios previos realizados en
diferentes regiones. Por ejemplo, en un estudio realizado en Egipto, los genes aac(3)-
II'y aac(6’)-Ib se detectaron en 58% y 88% de los aislados, respectivamente (El-
Badawy et al., 2017). En México, el estudio realizado por Flores-Percino, 2022, reporto
que los genes aac(3)-1l fueron identificados en 74.6% de las cepas y el gen aac(6’)-1b
en el 80.9%, lo que destaca que la resistencia a aminoglucésidos es un problema
emergente en el pais y que podria estar en aumento. Diversos estudios coinciden en
gue estos genes son los mas frecuentes en Klebsiella spp. En Turquia, se observé que
la resistencia a los aminoglucésidos en aislados clinicos de E. coli y K. pneumoniae es
causada predominantemente por las enzimas aac(6')-Ib y aac(3)-1l (Cirit et al., 2019).
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Asi mismo, en Noruega, estos genes se identificaron como los principales causantes
de resistencia a aminoglucésidos en Klebsiella spp. en muestras clinicas en los
aislados clinicos de E. coli y Klebsiella spp. es causada predominantemente por las
enzimas modificadoras de aminoglucdésidos: aac(3)-11 y aac(6')-Ib (Haldorsen et al.,
2014)

En este estudio, de las 22 cepas positivas a aac(6’)-1b, solo 14 cepas presentaron
resistentes a amikacina, y solo dos cepas de K. oxytoca, mientras 8 cepas (7 K.
pneumoniae y 1 K. oxytoca) se encontraron en el rango intermedio. Ademas se
identificaron cinco cepas que fueron resistentes a amikacina a concentraciones =128
pMg/ml sin la presencia del gen aac(6)-lb, el cual es uno de los principales
determinantes de resistencia a este antibidtico. Esto sugiere la posible intervencion
de otros mecanismos de resistencia, como la presencia de genes alternativos a
aac(6’)-1b, como la acetiltranferasa aph(3')-llla o del tipo nucleotidiltransferasa, como
ant(4)-la (Nasiri et al., 2018), o la presencia de bombas de expulsién 0 mutaciones en
porinas, asi como mutaciones en la subunidad 16S en los ribosomas bacterianos
pondrian contribuir a la resistencia en aminoglucésidos, estos mecanismos resaltan la
necesidad de una investigacion de otros factores genéticos y moleculares para
comprender mejor los mecanismos de resistencia en Klebsiella spp (Navon-Venezia
et al., 2017).

Con respecto a los genes plasmidicos relacionados con la resistencia a quinolonas, en
este estudio, se observo una prevalencia notable del gen gnrB en cepas resistentes a
quinolonas tanto de K. pneumoniae como K. oxytoca. En el Hospital I.S.S.S.T.E , el
gen gnrB se detectd en el 91% de las cepas, mientras que en el Hospital para el Nifio
Poblano este gen solo se identificé en el 77% de las cepas de K. pneumoniae y en una
cepa de K. oxytoca. Por otro lado, el gen gnrA no se encontré en ninguna cepa
analizada. Este hallazgo es consistente con estudios previos, que muestran a gqnrB
como el gen de resistencia a quinolonas mas prevalente en Klebsiella spp. y otras
enterobacterias. Por ejemplo, el estudio realizado por El-Badawy et al., 2017 mostré
que gnrB estaba presente en el 74% de los aislados(42/57), siendo el mas frecuente,
mientras que no se detecté gnrA en ninguna de las cepas evaluadas, en otro estudio,
también gnrB estuvo dentro de los genes mas prevalentes, en cambio gnrA no se
encontrd en ningun aislado (El-Badawy et al., 2017; Samer Swedan et al., 2023). En
este estudio nueve cepas no presentaron ninguno de los dos genes buscados (qnrA'y
gnrB), lo que sugiere la posible participacion de otros mecanismos implicados en la
resistencia a quinolonas.

Estudios realizados en Latinoamérica han identificado otros genes relacionados con
esta resistencia, como qnrS, aac(6’)-1b-cr, quepA y ogxB, ademéas de mutaciones en
genes gyA 'y parC.

Al analizar las CMI para quinolonas y aminoglucésidos, junto con la deteccion de los
genes de resistencia en las cepas, se observé que no siempre existe una correlacion

e
55




directa entre ambos. En el caso de los aminoglucosidos, por ejemplo, se identificaron
cinco cepas con valores de CMI 2128 ug/ml para amikacina, pero sin la presencia del
gen aac(6')-1b, lo que sugiere la posible participacion de mecanismos de resistencia
alternativos, como los genes que codifican metilasas del ARN 16S (armA, rmtA, rmtB,
rmtC y rmtD), los cuales han sido asociados previamente con valores elevados de CMI.
Estudios previos han reportado que estas metilasas, en combinacion con enzimas
modificadoras de aminoglucésidos, contribuyen significativamente a la resistencia en
bacterias Gramnegativas (Permatasari et al., 2023).

Por otro lado, 14 cepas se clasificaron como intermedias para amikacina, con valores
de CMI de 8 pg/ml, presentando tanto los genes aac(6')-Ib como aac(3')-Il. Esto sugiere
gue, aunqgue la presencia de estos genes puede conferir cierta resistencia, no siempre
se correlaciona con niveles altos de CMI, ademas de que otros mecanismos podrian
estar interfiriendo el fenotipo observado.

En cuanto a las quinolonas, se identificaron cinco cepas con valores de CMI que
oscilaban entre 1 y 16 ug/ml, y una cepa con CMI >128 pg/ml, sin embargo, estas
cepas no presentaron el gen gnrB, que confiere resistencia a este grupo de
antibioticos. Esto indica la posible participacion de mecanismos adicionales, como
mutaciones en las topoisomerasas (gyrA y parC) o la accion de bombas de eflujo.
Ademas, el gen aac(6')-1b-cr, una variante del gen aac(6')-Ib, podria estar involucrado
en la resistencia observada tanto en aminoglucésidos como en quinolonas. Este gen
codifica una enzima acetiltransferasa que, ademas de inactivar aminoglucésidos, tiene
la capacidad de modificar quinolonas como ciprofloxacino, reduciendo su eficacia. En
este estudio, cepas con CMI elevadas a ciprofloxacino (entre 8 y >128 pg/ml) y
amikacina (>128 ug/ml) podrian estar implicando la presencia de aac(6')-1b-cr como un
factor adicional. Estudios previos han sefialado que esta variante puede contribuir a la
resistencia cruzada entre ambos grupos de antibiéticos, lo que explicaria los altos
valores de CMI incluso en ausencia de otros genes como gnrB o aac(6’)-1b (Eftekhar
& Seyedpour, 2015; Shin et al., 2009).

La alta resistencia a ciprofloxacino (valores de CMI entre 8 y >128 ug/ml en 17 de las
52 cepas) puede estar asociada con la coexistencia del gen qnrB y bombas de eflujo
como OgxAB y quepA , ademas la resistencia de alto nivel a quinolonas se considera
una consecuencia de mutaciones que involucran genes cromosomicos que codifican
dos enzimas, a saber, la ADN girasa (gyrA) y la topoisomerasa IV (parC). Se ha
reportado cepas de K. pneumoniae con niveles de resistencia a ciprofloxacino que
oscilaban entre 8 y 256 ug/ml con presencia tanto del gen gnrB como bombas de
eflujo (Dehnamaki et al., 2020; Goudarzi et al., 2015; Kareem et al., 2021). En este
estudio, algunas cepas que fueron resistentes tanto a ciprofloxacino (CMI de 64 ug/ml)
como a norfloxacino (CMI >128 ug/ml), aunque presentan el gen gnrB, los altos valores
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de CMI sugieren que mecanismos adicionales estan involucrados, como mutaciones
en gyrAy parC, o bombas de eflujo.

Esta diversidad de mecanismos sugiere la necesidad de realizar estudios posteriores
para la busqueda de genes o mecanismo implicados en la resistencia a quinolonas en
el contexto local, con el fin de lograr una compresion mas completa. Ademas, es
importante identificar la interaccion entre los diferentes mecanismos de resistencia,
para desarrollar estrategias de tratamiento mas efectivas y especificas

Por ultimo se queria conocer si las cepas de K. pneumoniae del Hospital para el Nifio
Poblano tenian relacién clonal entre ellas, para los cual se realiz6 PFGE-Xbal,
encontrando solo un grupo con dos cepas, KpNP 17 y KpNP 18, aisladas del mismo
paciente y fuente de aislamiento en diferente tiempo que presentaron un indice de
similitud de Dice de >85%, indicando que estan estrechamente relacionadas, de
acuerdo a estos resultados, este grado de similitud sugiere que ambas cepas son la
misma cepa. Ambas cepas comparten caracteristicas fenotipicas y genéticas, asi
como el tiempo de aislamiento y la fuente, estos resultados tienen importantes
implicaciones en cuanto al seguimiento del paciente, asi como al control de
infecciones, ya que refuerzan la necesidad de implementar medidas de vigilancia
higiene y control en pacientes que portan este tipo de cepas para prevenir brotes y
propagacion de cepas resistentes dentro del hospital.

Este estudio también revel6 una notable diversidad genética entre los aislados de K.
pneumoniae en el entorno del Hospital para el Nifio Poblano. La presencia de cepas
genéticamente distintas en diversas areas hospitalarias puede complicar la contencién
de brotes, ya que cepas con variabilidad genética pueden propagarse y desarrollar
diferentes mecanismos de resistencia. En otros estudios se han demostrado una alta
diversidad genética entre cepas aisladas en diferentes unidades, lo que sugiere que la
transmision clonal no siempre es evidente y que la adquisicion de cepas resistentes
puede darse de manera independiente y no de una fuente comun, dificultando el
manejo y control al ser cepas distintas, ya que cada cepa podria responder de manera
distinta, teniendo que implementar medidas de control de manera continua, para evitar
aumento en la reinfeccién o aparicién de nuevos casos, o brotes (Elahi et al., 2019;
Lau et al., 2021).
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Conclusion

Se observo que la mayoria de las infecciones causadas por Klebsiella spp, en los
hospitales analizados fueron producidas por K. pneumoniae, en comparacion con K.
oxytoca. Se observd un aumento notable en la resistencia a B-lactamicos,
aminoglucésidos y quinolonas en las cepas recolectadas durante el periodo de la
pandemia de COVID-19. ClasificAndose estas cepas como pandrogo-resistentes y
MDR y presentaron un fenotipo BLEE, por lo que debe de hacerse un seguimiento de
dichas cepas en estos hospitales

Las cepas de K. pneumoniae presentaron alta resistencia a quinolonas vy
aminoglucésidos en ambos hospitales, con CMI altos, relacionandolas con genes
como gnrB y aac(3)-1l y aac(6)-Ib respectivamente, aunque dados los niveles altos de
CMI es necesario la busqueda de otros mecanismos involucrados.

K. oxytoca presentaron resistencia significativa a 8 -lactamicos, aminoglucésidos y
fluoroquinolonas lo cual es importante para vigilar este tipo de cepas.

Se observo una diversidad genética entre los aislamientos del Hospital para el Nifio
Poblano, excepto por dos cepas (KPNP 17 y KPNP 18) aisladas del mismo paciente
con similitud genética alta (>85%).

Perspectivas

e Evaluar la presencia de mutaciones en las subunidades ribosomales que puede
conferir resistencia a los aminoglucésidos, asi como la sobreexpresion de
bombas de expulsién y otras enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(ant(2”)-1, ant(4’), aph(3’)-1) , que podrian contribuir a la resistencia en cepas que
no presentaron los genes evaluados.

e Evaluar la presencia de mutaciones en gyrA 'y parC, sobreexpresion de bombas
de eflujo que determinan resistencia a quinolonas y otros determinantes de
resistencia a quinolonas mediada por plasmidos, como gepA, gnrA, ogxA y
0gxB en las cepas que presentaron CMI altas.

Realizar PFGE a cepas del Hospital 1.S.S.S.T.E para relacion clonal de acuerdo
con los resultados de la CMI .

e Determinar el fenotipo hipermucoide.

e Buscar genes de virulencia, para determinar si las cepas con CMI alta a
guinolonas y aminoglucosidos, poseen virulencia alta .
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Anexos
Anexo 1. antibidticos resistentes en las cepas de K.pneumoniae aisladas del Hospital del Nifio Poblano y perfil fenotipico
de BLEE/ AmpC

Clave Antibioticos alos que fueron resistentes BLEE AmpC

cepario

KpNP1 AMC, FOX, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, CL, SXT negativo negativo PDR

KpNP2 AMC, CAZ, FEP, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, SXT positivo negativo MDR

KpNP3 AMC, CAZ, FEP, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, SXT positivo negativo MDR

KpNP4 AMC, CRO, CAZ, FEP, IMP, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, CL, SXT positivo negativo PDR

KpNP5 AMC, CAZ, CRO, FEP, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, SXT positivo negativo PDR

KpNP6 CRO, CAZ, AN, CIP negativo negativo MDR

KpNP7 AMC, FOX, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
NOR, SXT

KpNP8 AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
NOR, SXT

KpNP9 AMC, TIM, CAZ, CRO, FEP, MEM, IPM, AN, GEN, NN, CIP, SXT positivo negativo PDR

KpNP10 CRO, CAZ, AN, CIP negativo negativo MDR

KpNP11 AMC, TIM, CAZ, CRO, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
NOR, SXT

KpNP12 AMC, TIM, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, positivo negativo PDR
SXT

KpNP13 AMC, CAZ, CRO, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, positivo negativo PDR
SXT

KpNP14 AMC, FOX, CAZ, CRO, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
NOR, SXT

KpNP15 AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
NOR, SXT

KpNP16 AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
CL, SXT
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KpNP17  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, NOR, LVX, positivo negativo PDR

SXT

KpNP18  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, TE, AN, GEN, NN, CIP, NOR, SXT positivo negativo MDR

KpNP19  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, NOR, LVX, positivo negativo PDR
SXT

KpNP20  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, positivo negativo PDR
SXT

KpNP21  AMC, TIM, FOX, CRO, CAZ, FEP, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, positivo negativo PDR
CL, SXT

KpNP22  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
NOR, CL, SXT

KpNP23  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR, positivo negativo PDR
SXT

KpNP24  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, negativo negativo PDR
NOR, CL, SXT

KpNP25  AMC, TIM, CRO, FEP, IPM, AN, NN, CIP, SXT positivo negativo MDR

KpNP26  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, NN, CIP, LVX, NOR, positivo negativo PDR
CL, SXT

KpNP27  AMC, TIM, FOX, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
SXT

KpNP28  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, AN, GEN, NN, CIP, LVX positivo negativo MDR

KpNP30  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, MEM, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, positivo negativo PDR
NOR, SXT

KpNP33  AMC, TIM, CRO, CAZ, FEP, IPM, TE, AN, GEN, NN, CIP, LVX, NOR,SXT positivo negativo PDR

AMC: Amoxicilina- &cido clavulanico, TIM: Ticarcilina- acido Clavulanico, FOX: cefoxitina, CRO: Ceftriaxona, CAZ: Ceftazidima,
FEP: cefepime, MEM: memorepenen, IPM: imipenem, TE:tetraciclina, AN: amikacina, GM: gentamicina, NN: tobramicina, CIP:
ciprofloxacino, LVX: levofloxacino, NOR: Norfloxacino, CL: cloranfenicol y SXT: trimetroprim sulfametoxazol, Cepas que
presentaron el fenotipo BLEE vy clasificacién en cuanto a la resistencia segun Magiorakos.
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Anexo 2. Cepas de K. pneumoniae resistentes a amikacina acorde el método de
Concentracion minima inhibitoria y presencia de enzimas modificadoras de
aminoglucésidos,

Hospital para el Nifio Poblano

Clave CMI (ug/ml) aac(6)-Ib aac(3)-1l
cepario AMK

KpNP1 32 ug/ml (R) + +
KpNP4 128 pg/ml (R) + -
KpNP5 8 pg/ml (1) + —
KpNP7 8 ug/ml (I) + +
KpNP9 >128 pg/ml (R) — +
KpNP11 16 ug/ml (R) + +
KpNP13 8 ug/ml (I) + +
KpNP14 8 pg/ml (1) + +
KpNP19 8 ug/ml (I) + +
KpNP20 8 pg/ml (1) + +
KpNP22 8 pg/ml (1) + +
KpNP24 8 pg/ml (1) + +
KpNP25 8 pg/ml (1) + +
KpNP27 16 pg/ml (R) + +
KpNP28 128 = pg/ml (R) — +
KpNP30 8 pg/ml (1) + +
KpNP33 8 pg/ml (1) + +

Hospital Regional I.S.S.S.T.E, Puebla

Clave cepario CMI (ug/ml) aac(6) aac(3)-
AMK

Kpnl 128 pg/ml (R) - +

Kpn2 8 pg/ml (1) + +

Kpn3 16 pg/ml (R) + +

Kpn5 32 pg/ml (R) + +

Kpn6 128 = ug/ml (R) - +
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Kpn7 16 pg/ml (R) + +
Kpn8 8 pg/ml (1) + +
Kpn9 128 = pg/ml (R) — +
kpn 16 16 pg/ml (R) + +
kpn20 8 pg/ml (1) + +
kpn22 16 pug/ml (R) — +
kpn23 8 ug/ml (I) - +

Anexo 2.1. Cepas de K. oxytoca y presencia de enzimas modificadoras de
aminoglucésidos,

Hospital para el Nifio Poblano

Clave cepario CMI (ug/ml) aac(6")-1b aac(3)-ll
AMK

KpNP29 16 pg/ml (R) + +

KpNP31 32 ug/ml ( R) + +

Hospital Regional I.S.S.S.T.E, Puebla

Clave cepario CMI (ug/ml) aac(6')-1b aac(3)-ll
AMK
KOxytocal2 8 pg/ml (1) + +

Anexo 3. CMI de Quinolonas y Genotipo gnr en Cepas de K. pneumoniae

Hospital del Nifio Poblano

CMI (pg/ml) gnrB gnrA

Cepa Norfloxacino Ciprofloxacino

KpNP 1 S 1 yg/ml (R) - -
KpNP 2 I 2 yg/ml (R) + NR
KpNP 3 I 2 yg/ml (R) + NR
KpNP 4 S 1 yg/ml (R) + NR
KpNP 5 128 pg/ml (R) 64 pg/ml (R) + NR
KpNP 6 S S - -
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KpNP 7
KpNP 8
KpNP 9
KpNP 10
KpNP 11
KpNP 12
KpNP 13
KpNP 14
KpNP 15
KpNP 16
KpNP 17
KpNP 18
KpNP 19
KpNP 20
KpNP 21
KpNP 22
KpNP 23
KpNP 24
KpNP 25
KpNP 26
KpNP 27
KpNP 28
KpNP 30
KpNP 33

Cepa
KpN 1
KpN 2
KpN 3
KpN 4

- T n u un

nw nu n n

I

I

>128 pg/ml (R)
S

32 pg/ml (R)
I

NR

I

NR

NR

I

I

8 ug/ml (R)
1 ug/ml (R)
S

S

4 yg/ml (R)
4 yg/ml (R)
4 yg/ml (R)
4 yg/ml (R)
2 yg/ml (R)
1 yg/ml (R)
2 yg/ml (R)
2 yg/ml (R)
4 yg/ml (R)
4 yg/ml (R)
>128 pg/ml (R)
4 yg/ml (R)
32 pg/ml (R)
8 yg/ml (R)
2 yg/ml (R)
4 yg/ml (R)
S

16 pyg/ml (R)
4 ug/ml (R)
4 pg/ml (R)

Hospital Regional I.S.S.S.T.E, Puebla

CMI (pg/ml)
Norfloxacino
128 pg/ml (R)

NR
NR
>128 ug/ml (R)

Ciprofloxacino
64 pg/ml (R)

4 pg/ml (R)
4 yg/ml (R)
128 pg/ml (R)
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gnrB

+ + + +

NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR

NR
NR

gnrA

NR
NR
NR
NR




KpN 5

KpN 6

KpN 7

KpN 8

KpN 9

KpN 10
KpN 11
KpN 13
KpN 14
KpN 15
KpN 16
KpN 17
KpN 18
KpN 19
KpN 20
KpN 21
KpN 22
KpN 23

Anexo 3.1 CMI de Quinolonas y Genotipo gnr en Cepas de K. oxytoca

Cepa

KpNP29
KpNP31

>128 pg/ml (R) 128 pg/ml (R)

64 ug/ml (R) 64 ug/ml (R)
S 64 ug/ml (R)
NR 4 yg/ml (R)
128 pg/ml (R) 2 ug/ml (R)
NR 64 ug/ml (R)
>128 ug/ml (R) 4 yg/ml (R)
>128 pg/ml (R) 128 pg/ml (R)
>128 pg/ml (R) 128 pg/ml (R)
S 4 yg/ml (R)
NR 4 yg/ml (R)
32 ug/ml (R) 32 ug/ml (R)
64 ug/ml (R) 64 ug/ml (R)
NR 1 ug/ml (R)
NR 4 yg/ml (R)
>128 pg/ml (R) 128 pg/ml (R)
16 pyg/ml (R) >128 pg/ml (R)
NR 4 pg/ml (R)

Hospital del Nifio Poblano

CMI (ug/ml) gnrB  gnrA
Norfloxacino Ciprofloxacino

NR 0.25 NR -

R (32 pg/ml) 0.125 + -

o+ o+ o+ + + + + 4+

+ 4+ + + + + + +

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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