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1. INTRODUCCION

El genero Klebsiella es definido como un grupo de bacilos gram negativos, no moviles,
usualmente encapsulados de la familia Enterobacteriaceae, producen lisina
descarboxilasa pero no ornitina descarboxilasa y generalmente son positivos en la prueba
de Voges Proskauer.! Las especies del genero Klebsiella son ubicuas en la naturaleza y
comunmente se encuentra en dos habitats: uno es el medio ambiente donde se observa
en la superficie del agua, aguas residuales, suelo y plantas, el otro es la superficie de las
mucosas de mamiferos tales como humanos, caballos y cerdos;*® Sin embargo los
aislados medioambientales se han descrito indistinguibles de los clinicos con respecto a
sus reacciones bioguimicas y virulencia.® Debido a que uno de los habitats de las
especies del genero Klebsiella son las mucosas humanas, su relacién con brotes y
enfermedades infecciosas es frecuente, 12 para Colombia, se reconoce a Klebsiella
pneumoniae como el cuarto patégeno causante de infeccion y cada vez es mas alta la
presencia de cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacion.®

Los elementos moviles juegan un papel importante dentro de las bacterias de este
género, ya que pueden ser intercambiados promiscuamente entre un amplio espectro de
bacterias y contribuye a la plasticidad del genoma bacterial. Como componentes del pool
de genes horizontales, los elementos genéticos maviles incluyen secuencias de insercion,
transposones, integrones, bacteriéfagos, islotes genéticos (tales como islotes
patogénicos), plasmidos y la combinacion de estos elementos. Los plasmidos estan
presentes en todos los linajes de las bacterias y han sido encontrados en todas las
comunidades bacterianas, incluyendo las del suelo, marinas y ambientes clinicos.* En la
actualidad la informacion acerca de las secuencias plasmidicas es limitada.'® Los analisis
comparativos revelan la complejidad de la genética plasmidica y la capacidad de estos
elementos para replicarse autbnomamente en células bacterianas permisivas (receptoras
de ADN plasmidico), ademas de la presencia de grupos de genes unicos claramente
diferentes de los genes que normalmente se encuentran en los cromosomas bacterianos.

En las ultimas décadas se han desarrollado antimicrobianos que tienen diferentes sitios
de accién dentro del microorganismo como son: interferencia de la sintesis de la pared
celular, inhibicion de la sintesis de proteinas, interferencia con la sintesis de &cidos
nucleicos e inhibicion de alguna via metabdlica importante.'® Debido a esto las especies

del genero Klebsiella han desarrollado mecanismos de resistencia para contrarrestar el



efecto de los antimicrobianos y sus vias de resistencia estan en constante evolucion.’
Se han reportado varios mecanismos de resistencia, entre ellos el paso de genes de
resistencia via plasmidica. La presencia de cepas resistentes en humanos es un
inconveniente para el control y el tratamiento de las infecciones siendo asi un serio
problema de salud publica, 8 por lo que este trabajo se baso en estudiar la resistencia por
transferencia horizontal de plasmidos tratando de entender mejor la biologia de Klebsiella
pneumoniae y sus implicaciones en la resistencia a antimicrobianos para cepas aisladas

clinicamente en la ciudad de Armenia.



2. PROBLEMATICAACTUAL

Las cepas de Klebsiella pneumoniae constituyen una porcion significativa dentro de los
microorganismos gram negativos que causan infecciones serias en humanos y animales.
Estos microorganismos pueden presentarse endogenamente como parte de la flora
natural del hospedero, o pueden ser adquiridos exogenamente. El incremento de la
prevalencia de aislados resistentes ha aumentado drasticamente y se evidencia que la
resistencia y la virulencia entre cepas clinicas pueden transferirse facilmente via
plasmido.’® Algunos aislados multirresistentes producen enzimas que generan resistencia
mediadas por plasmidos las cuales son capaces de hidrolizar B- lactamicos, ademas de
producir BLEE (betalactamasas de espectro extendido) los tipos plasmidico TEM
(betalactamasa Temoneira) y SHV (betalacatamasa sulfhidril variable) también han sido
implicados en casos de infecciones con cepas resistentes.!* En Colombia la prevalencia
de resistencia de acuerdo con lo informado por Villegas et.al se encuentra por encima del
40%. Adicionalmente, estudios realizados en la Costa atlantica Colombiana han mostrado
prevalencias del 37% en Enterobacteriaceae y del 47.6% en los no fermentadores; en
otros estudios se reporta para la zona andina una prevalencia del 30% para Klebsiella
pneumoniae.’® Actualmente no se reportan estudios acerca de las subpoblaciones de
Klebsiella pneumoniae en la ciudad de Armenia por lo que no se conoce en detalle los

perfiles fenotipicos ni moleculares entre cepas de esta especie.



3. JUSTIFICACION

K. pneumoniae ha sido identificada como la principal especie reservorio de plasmidos R
(resistencia) con capacidad de transferirse no solo intraespecifica sino también
interespecificamente, lo que asigna gran importancia a la determinacion de los perfiles
plasmidiales como metodologia de uso para estudiar la variabilidad genética dentro de las
especies del género y la caracterizacion de sus poblaciones.® Las metodologias
moleculares han colaborado desde hace algunos afios con el conocimiento de la
variabilidad genética de algunos géneros sin embargo es conveniente combinar la
informacion genética plasmidica con el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de cada
aislamiento. El conocimiento de las caracteristicas poblacionales aporta valiosa
informacion que ayuda a identificar problematicas a causa de alguna poblacion en
particular, a plantear estrategias de investigacion tanto en el area bioldgica como médica
y a determinar la existencia de uno o varios factores genéticos que podrian favorecer la

diseminacion de las variantes circulantes.”



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Caracterizar fenotipicamente y por perfil plasmidico cepas de Klebsiella pneumoniae

resistentes a antimicrobianos.

4.2 Objetivos especificos

>

Identificar fenotipicamente aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae por pruebas
bioquimicas.

Determinar el perfil fenotipico de antibiotico resistencia de los aislados clinicos de
Klebsiella pneumoniae.

Caracterizar por perfil plasmidico las cepas de Klebsiella pneumoniae
antibioticoresistentes.

Correlacionar el perfil plasmidico y las caracteristicas fenotipicas de resistencia de
cepas de Klebsiella pneumoniae.



5. MARCO TEORICO

5.1 Genero Klebsiella

El genero Klebsiella fue llamado asi en honor de Edwin Klebs, un microbiologo aleman de
fines del siglo XIX. Los bacilos ahora conocidos como Klebsiella tambien fueron descritos
por Carl Friedlander, y por muchos afos el bacilo de Friedlander fue tambien conocido

como causa de neumonias severas y en ocasiones fatales.?®

K. pneumoniae es la especie tipo de este genero. Debe sospecharse la presencia de
especies de Klebsiella cuando se recuperan colonias grandes de consistencia mucosa en
placas de aislamiento primario como es el agar nutritivo. Sobre agar MacConkey,
tipicamente aparecen como colonias grandes, mucoides y rojas, con pigmento rojo
usualmente difusible en el agar circundante, lo que indica fermentacién de la lactosa, sin
embargo no todas las cepas son mucosas Y ciertas especies de Enterobacter pueden ser
muy similares a especies de Klebsiella en las pruebas de identificaciéon. Todas las
especies de Klebsiella son inmoviles y la mayoria no descarboxilan la ornitina, (K.
ornithinolytica es ornitina positiva) caracteristicas que son positivas para la mayoria de

especies de Enterobacter.?°

Muchas cepas de Klebsiella hidrolizan la urea lentamente, y producen un color rosado
palido en la superficie inclinada del agar urea de Christensen. La producciéon de indol a
partir del triptofano puede usarse para separar dos especies principales K. pneumoniae
es indol negativa, K. oxytoca es indol positiva. En algunos casos las cepas no producen
estas reacciones clasicas, lo cual conduce al nombramiento de varias especies 0
subespecies adicionales, 2° como es el caso de las subespecies dentro de Klebsiella
pneumoniae.

5.2 Clasificacion
Actualmente el genero Klebsiella es subdividido en cinco especies de las cuales son

clinicamente inportantes K. oxytoca y K. pneumoniae la cual a su vez comprende tres
subespecies, K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae y K.
pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. Esta clasificacion fue basada en taxonomia
numérica usando caracteres tanto bioguimicos como fenotipicos y datos derivados de

estudios de hibridacién de ADN — ADN, #* mientras que K. ornithinolytica, K. terrigena y K.
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planticola son raramente aisladas de muestras clinicos humanos. K. planticola y K.
terrigena son consideradas especies ambientales. Una caracteristica importante del
género es que ninguna de las especies crecen a temperaturas elevadas, tales como
44.5° C, ° asi el genero Klebsiella comprende un grupo de bacilos gran negativos, no

formadores de esporas y no moviles.?

5.3 Factores De Virulencia
Todos los miembros de Enterobacteriaceae son capaces de elaborar una capa de

polisacaridos asociado a la superficie llamada capsula. La composicion de estos
polisacaridos capsulares es dependiente de la cepa.? La capsula es considerada como la
propiedad de virulencia dominante, ?* por lo tanto esta capsula de polisacaridos
contribuye a la patogénesis por la resistencia mediada a la fagocitosis y a la muerte por
suero.? 26 Alguna funciones adicionales incluyen proteccion contra desecacién y ataque
de fagos; Ademas esta propiedad ha sido fuertemente asociada con infecciones
extraintestinales, tales como septicemia, meningitis entre otras.?” 28

K. pneumoniae produce un numero de factores de virulencia que contribuyen a la
patogénesis, incluyendo adesinas fimbriales, sideroforos, antigenos O, y antigenos
capsulares. En K. pneumoniae, como minimo 77 polisacaridos distintos llamados

antigenos K han sido reportados.®

5.4 Antimicrobianos

La mayoria de agentes antimicrobianos usados para el tratamiento de infecciones
bacterianas pueden ser categorizados de acuerdo a sus principales mecanismos de
accion. Estos son los modos de accion mas comunes: interferencia de la sintesis de la
pared celular, inhibicion de la sintesis de proteinas, interferencia con la sintesis de acidos
nucleicos e inhibicién de alguna via metabdlica importante (Tabla 1). Los medicamentos
antibacterianos que actdan en la inhibicion de la sintesis de la pared celular incluyen: los
lactamicos tales como la penicilina, cefalosporinas, carbapanemes y monobactamicos y

los glicopéptidos, incluyendo vancomicina y teicoplanina.?
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Tabla 1. Mecanismos de accion de agentes antibacterianos

Antibidticos que interfieren con la sintesis de la pared celular
e Lactamicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes,
monobactamicos
e Glicopéptidos: vancomicina, teicoplanina
Antibidéticos que inhiben la sintesis de proteinas
e Unién ala subunidad ribosomal 50S : macrélidos, cloranfenicol,
clindamicina.
e Unién ala subunidad ribosomal 30S: aminoglic4sidos,
tetraciclinas
e Unién alaisoleucina -tRNA sintetasa bacteriana: mupirocina
Interferencia con la sintesis de acidos nucleicos
e Inhibicién de la sintesis de ADN: fluoroquinolonas
e Inhibicién de la sintesis de ARN: rifampicina
Inhibicién de via metabdlica
e Sulfonamidas, analogos al acido fdlico
Dafio de la estructura membranal bacteriana

e Polimixinas,daptomicina

Los agentes lactamicos inhiben la sintesis de la pared celular por interferencia de las
enzimas requeridas para la sintesis de la capa de peptidoglicano. La vancomicina y la
teicoplanina también interfieren con la sintesis de la pared celular, pero en este caso, por
interferencia de la union de residuos de D-alanina terminales de la cadena del
peptidoglicano naciente, por lo tanto inhibe la sintesis estable de la pared celular. Los
macrdlidos, aminoglicésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, estreptogramicinas vy
oxazolidinonas acttan inhibiendo la sintesis de proteinas. Los ribosomas bacterianos
difieren en estructura de las subunidades en células eucariotas. Los agentes
antibacterianos toman ventajas de estas diferencias para inhibir selectivamente el
crecimiento bacteriano. Los macrélidos, aminoglicésidos y tetraciclinas se unen a la
subunidad 30S de los ribosomas mientras que el cloranfenicol se une a la subunidad 50S.
Las fluoroquinolonas dirigen sus efectos antibacteriales a la intervencion de la sintesis de
ADN y causan la ruptura letal de la doble hebra de ADN durante la replicacion. Mientras
las sulfonamidas y el trimetroprim bloquean la via de la sintesis del acido félico, y por
altimo inhibe la sintesis de ADN.¢
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La perturbacion de la estructura de la membrana bacteriana puede ser un quinto punto de
accion de los antimicrobianos, aunque no es un mecanismo bien caracterizado, se dice
gue polimixinas ejercen sus efectos inhibitorios mediante el aumento de la permeabilidad
de las membranas bacterianas, causando la liberacion de todo el contenido bacterial. La
daptomicina es un lipopeptido ciclico que aparentemente introduce su cola de lipidos en
la membrana de la célula bacteriana causandole una despolarizacion y la eventual

muerte.16

5.5 Mecanismos de resistencia
Teniendo en cuenta que las bacterias gram negativas tienen un arsenal de mecanismos

de resistencia a su disposicién y que la seleccién de estos mecanismos puede llevar a
falla terapéutica, es importante conocer los sus mecanismos de resistencia mas

relevantes. Estos mecanismos de resistencia podrian resumirse en cuatro categorias:

5.5.1 Modificacion enzimatica del antibiético: Los antibiéticos [3-lactamicos tienen en
comun su estructura molecular con un anillo 3-lactamico, el cual es responsable en gran
parte de su accién antimicrobiana. Las R-lactamasas son enzimas capaces de romper
este anillo e inactivar estos antibidticos. Las [3-lactamasas son ubicuas de las bacterias
gram negativas y representan una forma importante de resistencia. Los genes que
codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en
plasmidos, lo cual permite su facil transferencia entre diferentes bacterias, lo que

representa un gran reto para el control de las infecciones.*

5.5.1.1 B- lactamasas de espectro extendido (BLEE): Las BLEE han sido reportadas
en multiples especies de bacterias Gram negativas. Las especies de Klebsiella Y
Escherichia coli son las mas frecuentemente implicadas. Estas enzimas confieren
resistencia a las oximinocefalosporinas (como las cefalosporinas de tercera generacion),
el aztreonam, las penicilinas y las cefalosporinas de espectro reducido. Por otro lado, son
incapaces de hidrolizar cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) y carbapenemes. Las BLEE
son inhibidas por los inhibidores de R-lactamasas como el acido clavulanico, el sulbactam
y el tazobactam. Se han descrito varias familias de BLEE, siendo TEM, SHVy CTX-M las
mas prevalentes y OXA, PER VER, BES Y TOHO las menos frecuentes. La mayoria de
BLEE se ha originado por medio de mutaciones espontdneas de R-lactamasas de
espectro reducido por cambios en los aminoacidos en su sitio activo, lo que permite

ampliar su capacidad hidrolitica.

12



Una caracteristica importante de las BLEE es que son mediadas por plasmidos, lo cual
les confiere una increible capacidad de diseminacion entre diferentes especies. Ademas,
en el mismo plasmido que porta los genes de BLEE, pueden encontrarse genes que
codifican resistencia para aminoglucosidos, tetraciclinas y trimetoprim/sulfam etoxazol, lo

cual puede contribuir a la resistencia de multiples antibiéticos.*

5.5.2 Bombas de expulsion: Las bombas de expulsion han sido reconocidas por
muchos afios y estan presentes en cada célula. Su popularidad ha venido en aumento
concomitantemente con la creciente evidencia que las implica como responsables de
resistencia contra antimicrobianos, no sélo en bacterias, sino también en otros patdégenos
como los parasitos del genero Plasmodium, se encuentran en la membrana externa de la
célula y expulsan hacia el exterior de gran cantidad de moléculas, entre ellas,
metabolitos, detergentes, solventes organicos y antibiéticos; para ello, utilizan la hidrélisis
de ATP o un mecanismo de contra-transporte idnico como sustrato energético. El
principal papel de este mecanismo es mantener bajas las concentraciones de sustancias
toxicas dentro de la célula. Las bombas de salida pueden ser especificas para un
farmaco (generalmente, codificadas en plasmido y, por lo tanto, transmisibles) o
inespecificas (generalmente expresadas en el cromosoma bacteriano).*

5.5.3 Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: Las porinas embebidas
en la membrana externa de las bacterias gram negativas son canales que trabajan como
filtros en una membrana permeable. Ademas de otras funciones vitales, estas moléculas
tienen la capacidad de retardar el acceso de los antibiéticos al interior de la bacteria. Los
antibioticos R-lactamicos deben penetrar a través de estos canales; cuando se pierde una
porina por mutaciones, aumentan las CIM (concentracion inhibitoria minima) para el
antibiético. Las porinas pueden ser especificas o inespecificas dependiendo de su

selectividad para las moléculas que dejan pasar.*°

5.5.4 Alteraciones del sitio de accion: El cambio en la estructura terciaria del sitio
donde los antibidticos ejercen su accién es el otro mecanismo de resistencia. Los sitios
de accién se pueden encontrar en diferentes componentes bacterianos que involucran
actividades celulares vitales. En el caso de la sintesis de la pared celular, las proteinas
unidoras de penicilinas son las responsables de la transpeptidacion, proceso fundamental
para la estabilidad de la pared celular. Todos los B-lactamicos tienen como blanco las
proteinas unidoras de penicilinas, que llevan a la lisis de la pared celular. Las alteraciones
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estructurales secundarias y mutaciones pueden disminuir la afinidad de los R-lactamicos
por las proteinas unidoras de penicilinas y permiten que la bacteria contintie con su pared
indemne y sobreviva. Este mecanismo es el mas importante para las bacterias gram
positivas, especialmente, Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina 'y
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Para las bacterias gram negativas esta
estrategia es menos frecuente. Otro sitio de accidn de los antibiéticos es la sintesis de
proteinas. Este proceso puede inhibirse al atacar los componentes nucleares de la
transcripcion del ARN. Por ejemplo, las quinolonas inhiben la topoisomerasa, enzima
encargada del desdoblamiento del ADN para su replicacion. Asimismo, la sintesis de
proteinas, llevada a cabo en los ribosomas, puede ser inhibida por farmacos como los
aminoglucésidos, las tetraciclinas, la clindamicina, los macrélidos y el cloranfenicol.
Usualmente se debe a alteraciones cromosomicas aungue recientemente se ha asociado
a genes transmitidos por plasmidos. En Colombia existen tasas de resistencia a
ciprofloxacina en E. coli de alrededor de 50%, lo cual se encuentra muy por encima de lo

reportado en los Estados Unidos; los mecanismos causantes aun no se han elucidado.®°

5.6 Importancia biol6gica de plasmidos

Los plasmidos son elementos geneticos maoviles, circulares y autoreplicativos que pueden
ser intercambiados promiscuamente entre un amplio expectro de bacterias,
contribuyendo asi a la diversidad genetica de estos microorganismos. Este tipo de
material genetico desempefia un papel muy importante dentro de muchas comunidades
bacterianas incluyendo las especies del genero Klebsiella. Estos permiten a las bacterias
expresar grupos de genes que han adquirido por transmision horizontal principalmente
por conjugacién, muchos de estos genes adquiridos resultan ventajosos para la
adaptacion y la supervivencia frente a ambientes de presion selectiva. Para que el
proceso de conjugacion se lleve a cabo es necesario que los microorganismos se
aproximen, lo que a su vez permite la formacion de peliculas o biofilms produciendo una
barrera fisica de proteccién contra depredadores. Los plasmidos también proveen
variacion genética, actian como fuentes de recombinacion y debido a su largo tiempo de
retencion en la célula se puede observar una répida fijacion de sus genes en el
cromosoma, lo que lleva a una mayor probabilidad que las caracteristicas emergentes
persistan.

En las especies del género Klebsiella el desarrollo de resistencia a antibiéticos y la

capacidad de utilizar nuevas fuentes de carbono; son ejemplos de la plasticidad y de la

14



complejidad genética que pueden encontrarse como producto de la presencia de
plasmidos particulares. A menudo las poblaciones de Klebsiella resultan ser resistentes a
antibiéticos; En Colombia, se reconoce a Klebsiella pneumoniae como el cuarto patégeno
causante de infeccion, y cada vez es mas frecuente la presencia de cepas resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion,'* ademas se han secuenciado diferentes plasmidos
de resistencia; a continuaciéon se nombran algunos de los plasmidos reportados los
cuales albergan genes tanto de resistencia como de virulencia para las especies de este
género: plasmido con gen CTX-M-15 beta lactamasa involucrada en brotes nosocomiales
con un tamafio de 92 Kilobases,® plasmido en Klebsiella oxytoca que codifica una
lactamasa tipo bCMY, 3232 plasmido pJHCMW 1 que confiere multiresistencia a amikacina,
kanamicina, tobramicina, y ampicilina en Klebsiella pneumoniae, 343¢ plasmido que
codifica para Aerobactina, el cual se correlaciona con la virulencia, 3" *® plasmido
pPMG252 de resistencia a la quinolona, 3 40 plasmido de 150Kb que codifica para blaACT
y confiere resistencia a carbapemenes, # plasmido que media la produccion de (-
lactamasas, “* de B-lactamasas Am130C “*“° y plasmidos promotores de muerte entre

otros.*¢
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo de estudio

Este trabajo es un estudio descriptivo y analitico de la relacién entre el perfil fenotipico y
molecular de la resistencia a diferentes antibiéticos de los aislados clinicos de Klebsiella
pneumoniae en la ciudad de Armenia. En este trabajo se estudiaron 37 aislados clinicos
de bacilos gram negativos, de los cuales 25 eran Klebsiella pneumoniae. Estos aislados
fueron obtenidos de individuos tanto de hospitalizacibn como de consulta externa de la
Clinica Central del Quindio entre enero y noviembre del 2007; los aislamientos se
realizaron a partir de muestras tomadas de: tracto respiratorio, heridas quirdrgicas,
esputo y muestras orotraqueales, mientras que la informacion de los individuos infectados
no estuvo disponible para ser incluida en este trabajo. Las bacterias fueron
criopreservadas en glicerol a -80 °C y posteriormente recuperadas en medio LB. Una vez
obtenido el crecimiento en medio liquido se empleo un inoculo para realizar la
identificacion bioquimica, el perfil fenotipico y el perfil plasmidico. Como control negativo
del perfil fenotipico y molecular se uso la cepa de referencia Klebsiella pneumoniae
ATCC13883 suministrada por el grupo de investigacion en microbiologia de la

Universidad Nacional de Colombia.

6.2 Identificacion de aislados clinicos
La identificacion se realizé bioquimicamente siguiendo los protocolos estandares para las
pruebas de Indol, Citrato Simmons, Voges Proskauer, Triple Azucar Hierro, Urea,
Movilidad, HzS, Gas y Rojo de Metilo.> 47

6.3 Pruebas de susceptibilidad a antibioticos
Para llevar a cabo las pruebas de sensibilidad se uso la técnica de difusion en disco con

los siguientes antibioticos: Amikacina (AK), Cefazolina (CZ), Cefalotina (CF), Gentamicina
(GN), Cefuroxima (CXM), Amoxicilina acido clavulanico (AMC), Cefotaxima (CTX),
Imipenem (IMI), Ciprofloxacina (CIP), Ceftazidima (CAZ), Aztreonam (ATM), Cloranfenicol
(C) (Oxoid ®), en medio de cultivo estandar Mueller Hilton.#” El inoculo se preparo a una
concentracion de 150 x 10%/ml segun la escala de Mcfarland Estandar (Biomérieux) y se
tomaron 500 ul para realizar la siembra por extendido masivo sobre las cajas de agar.
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Esta técnica se empleo en 25 aislados que fueron identificados como Klebsiella

pneumoniae.

Para determinar las concentraciones minimas inhibitorias se uso la técnica de
macrodilucion en caldo, los antibiéticos usados en esta prueba fueron los mismos que en
los antibiogramas pero en estado liofilizado los cuales fueron de calidad molecular
(SIGMA). Se uso el medio de cultivo Luria base y el inoculo fue de 500ul de bacterias a
una turbidez de 150 x 10%/ml en la escala Mcfarland por cada 5 ml de medio de cultivo
enriquecido con las diferentes concentraciones de cada uno de los antibiticos. Esta
técnica se empleo para 9 aislados de Klebsiella pneumoniae que presentaron resistencia

a al menos un antibiético en la prueba de difusiéon de disco.

Estas dos técnicas fueron desarrolladas de acuerdo con las recomendaciones del
Comité Nacional de Procedimientos de Laboratorios Clinicos (Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), National Committee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS), “® asi como la interpretacion de los resultados.

6.4 Extraccion de DNA plasmidico

9 cepas resistentes de Klebsiella fueron cultivadas en medio liquido LB e incubadas a
37°C por 18 horas. La extraccion y purificacién de plasmidos se realizo usando el kit
Wizard Plus SV minipreps DNA purification System marca Promega. Los plasmidos
extraidos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y un voltaje de
100V por 4 horas. El patron electroforético fue observado bajo un transluminador de luz
ultravioleta y el peso molecular de los plasmidos se determino con los marcadores de alto
peso molecular: Easy Ladder Il (500- 5.000 pb marca Bioline) y A Hindlll DNA Ladder
(564- 23.130 pb). Las bandas de ADN plasmidico fueron cortadas del gel y purificadas
con el Kit de purificacion Wizard SV gel and PCR Clean — Up System marca promegay
preservadas a -20 °C.

6.5 Transformacion
Para la transformacién se sigui6 el protocolo de preparacion y transformacién de células

de E. coli competentes usando Cloruro de Calcio, *° empleando las cepas de referencia
Klebsiella pneumoniae ATCC13883 y E. coli DH5a como receptoras del ADN plasmidico
purificado a partir de los aislados; se llevaron a cabo dos ensayos de transformacion: uno
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usando cada banda purificada de ADN plasmidico y otro con el ADN total plasmidico de
cada cepa , posteriormente se sembrd un inoculo de 50uL de células transformadas en
medio Mueller Hilton con cada uno de los antibiéticos evaluados a una concentracion de
50ug/mL, con el fin de evaluar la relacion entre la resistencia en el perfil fenotipico y la
presencia de uno o varios plasmidos. Las células transformadas se sembraron
nuevamente en Luria base enriquecido con antibidtico a 50ug/mL para corroborar la
resistencia adquirida después de la transformacion. Se realiz6 una segunda extraccion de
ADN plasmidico después del proceso de transformacion, la cual se hizo bajo las mismas

condiciones gue la primeratanto en extraccién como en las condiciones electroforéticas.

6.6 Restriccion de plasmidos en células transformadas
Para la restriccion de los plasmidos en células transformadas se usaron las siguientes

enzimas: Ban Il, EcoRl, Sal I, Pvu Il, Taq |, Xho | y Pst |, ya que segun los repotes son las
mas usadas para la restricciéon de plasmidos en Klebsiella pneumoniae, el tiempo y
temperatura de incubaciéon fueron las Optimas para cada enzima. El producto de la
reaccion de restriccion fue observado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
corrido a 70 voltios durante 3 horas. El peso molecular de los fragmentos de ADN
plasmidico se determino con el marcador de peso molecular HyperLaddder Il (50- 2000
pb, marca Bioline).
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7. RESULTADOSY DISCUSION

7.1 Identificacion de especies: De los 37 aislados clinicos evaluados, 25 fueron
identificados como Klebsiella pneumoniae (Tabla 2, barras grises); Sin embargo se
observaron diferencias en las reacciones bioguimicas dentro de la misma especie, esto
es debido a que Klebsiella pneumoniae comprende tres subespecies que son K.
pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae y K. pneumoniae
subsp. Rhinoscleromatis.?! También se identificaron tres especies de Klebsiella oxytoca
(tabla 2, barras puarpuras), las 9 cepas que aparecen en color rosa, fueron eliminadas del
estudio ya que presentaron reacciones bioquimicas caracteristicas de otros géneros

dentro de la familia Enterobacteriaceae como es el genero Enterobacter.

Tabla 2. Identificacion bioquimica de aislados clinicos mediante pruebas estandares.
MOTILIDAD: movilidad; CITRATO: asimilacion de citratos, UREA: asimilacion de urea; VP:
prueba de voges proskauer; RM: prueba de rojo metilo; INDOL: prueba de indol; TSI: triple azUcar

hierro; GAS: produccién de diéxido de carbono. H2S: produccion de acido sulthidrico.

CEPA
PRUEBA 1 2 2 45 6 7 8 3 10 11 42 13 14 15 16 17 18 13 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 33 26 37
MOTILIDAD - - - - - - - - - SR
CITRATO + + + + + + +++ + + + + + + - + + + + + + o+ o+ + o+ + + + + + + + +
UWREA + + + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+
VP B I T T -+ + + o+ o+ + + + + + + + + + + +
REM s 5 & & o + - - + + + + + + o+ - =
INDOL + 4 - - - = 4+ - % - - 4 - - + =+ N
Ts1 E T I T R T S S S S S S S S S + o+ + + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ +
GAS + + 4+ ++ + +++ + + + O+ + + + + + + + o+ + + + + o+ + + + o+ +
H2s |. - - - . .. .-B - - - -+ - + + + + o+ +

7.2 Perfil fenotipico de resistencia: En la prueba de difusion en disco se encontraron 9
cepas con resistencia a diferentes antibioticos: la cepa 4 con monoresistencia a CAZ, la
cepa 6 con resistencia a CZ, CF,y C; lacepa 8 a CF, y C; la cepa 9 a CZ CF, CIP, GN.
Para La cepa 12 a CAZ CZ CTX, CF, CXM, y ATM (Figura 2) La cepa numero 18
presento una resistencia intermedia a CZ y CF; la cepa 22 con resistencia solo a C; la
cepa 23 con resistencia a CZ, CTZ, CF, CXMy ATM por ultimo la cepa 28 con resistencia
a CAZ, CZ, CTX, CF, CXM (Tabla 3). El porcentaje de resistencia frente a cada uno de
los antibiéticos evaluados fue el siguiente: CAZ (3/28. 10,7%), CZ (6/28. 21,4%), CTX
(3/28. 10,7%), CF (7/28. 25%), CXM (4/28.14,2%), C (3/28. 10,7%), ATM (3 /28. 10,7%),
CIP (1 /28. 3,5%), GN (1 /28. 3,5%), mientras que la sensibilidad a IMI, AMC y AK fue de
un 100% en todas las cepas (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de Resistencia a antimicrobianos en Klebsiella pneumoniae.

Figura 2. Prueba de sensibilidad por difusién de disco para la cepa N° 12 en agar Mueller Hilton.
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Tabla 3. Perfil fenotipico de resistencia de aislados identificados como Klebsiella pneumoniae

ANTIBIOTICO
CEPA CAZ cz CTX AK CF CXM IMI ATM CIP GN AMC
1 S S S S S S S S S S S
2 S S S S S S S S S S S S
3 S S S S S S S S S S S S
4 R S S S S S S S S S S S
5 S S S S S S S S S S S S
6 S R S S R S R S S S S S
7 S S S S S S S S S S S S
8 S S $ S R | R S $ S S S
9 S R S S R S S S S R R S
10 S S S S S S S S S S S S
11 S S S S S S S S S S S S
12 R R R S R R S S R S S S
13 S S S S S S S S S S S S
14 S S S S S S S S S S S S
15 S S S S S S S S S S S S
17 S S S S S S S S S S S S
18 S I S S I S S S S S S S
19 S S S S S S S S S S S S
21 S S S S S S S S S S S S
22 S S S S S S R S S S S S
23 S R R S R R S S R S S S
24 S S S S S S S S S S S S
25 S S S S S S S S S S S S
27 S S S S S S S S S S S S
28 R R R S R R S S R S S S
30 S S S S S S S S S S S S
REF S S S S S S S S S S S S

S: Sensible, R: Resistente; I: intermedia, CAZ: ceftazidima, CZ: cefazolina, CTX: cefotaxima, AK:
amikacina, CF: cefalotina, CXM: cefuroxima, C: cloranfenicol, IMI: imipenem, ATM: aztreonam,
CIP: ciprofloxacina, GN: gentamicina, AMC: amoxicilina acido clawlanico, REF: cepa de
referencia ATCC 13883 como control negativo, Regién sombreada: aislamientos que presentaron

resistencia.
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Estos resultados mostraron que la mayor tasa de resistencia se presento frente a dos
cefalosporinas de primera generacion (CF y CZ 25% y 21,4% respectivamente), este
porcentaje de resistencia es mas alto que el reportado para otras ciudades de Colombia,
como es el caso de Bogota, Barranquilla, Bucaramanga Medellin, Cali y Pereira donde
los porcentajes de resistencia varian entre 21 y 17% para esta clase de antibiéticos,*
mientras que para la ciudad de Monteria se registra la mayor tasa de resistencia con un
porcentaje de 46%.%' Las cepas de la ciudad de Villavicencio son las que presentan
menores porcentajes de resistencia con un 9,52%.%2

La concentracion minima inhibitoria observada muestra que las cepas 9, 12, 18, 22,23 y
28 tienen una resistencia absoluta a la concentracién de cada uno de los antibiéticos
usados (Tabla 4, Figura 3), esto puede estar asociados a varios factores como son la
inadecuada terapia antibacterial y el uso de antibidticos genéricos, lo que genera tasas de
resistencia cada vez mayores.!® estos resultados indican que la emergencia de cepas de
Klebsiella pneumoniae resistentes a antimicrobianos es un problema de salud puablica no
solo a nivel local sino también a nivel nacional *-°, en Colombia se han reportado niveles
de resistencia a cefalosporinas del 44% para esta especie.>

Tabla 4. Concentraciones minimas inhibitorias de aislados resistentes de Klebsiella pneumoniae.

CMI (pg/mL)

CEPA | CAZ cz CTX AK CF CXM C IMI ATM | CIP GN | AMC
4 256 32 4 64 32 32 16 4 16 32 64 4
6 32 128 4 64 | >256 | 16 256 8 64 32 64 8
8 64 32 16 64 | >256 | 64 256 4 32 32 64 4
9 32 >256 64 128 | >256 64 8 4 64 >64 | >128 8

12 >256 | >256 | >512 64 >256 | >256 64 4 >256 16 32 8
18 16 >256 16 32 >256 32 64 4 32 32 64 4
22 16 8 4 24 32 64 128 2 64 32 64 4
23 16 >256 | >512 32 >256 | >256 8 4 >256 32 64 4
28 >256 | >256 | 512 32 >256 | >256 64 4 >256 32 64 4
REF 4 64 <1 32 4 32 32 4 64 32 16 2

CAZ ceftazidima, CZ: cefazolina, CTX: cefotaxima, AK: amikacina, CF: cefalotina, CXM:
cefuroxima, C: cloranfenicol, IMI: imipenem, ATM: aztreonam, CIP: ciprofloxacina, GN:
gentamicina, AMC: amoxicilina acido clawlanico, REF: cepa de referencia ATCC13883 como

control negativo.
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Figura 3. Concentracion minima inhibitoria para la cepa N° 12 en medio LB suplementado con las
maéaximas concentraciones de cada antibiotico.
A: CAZ, >256; B: CZ, >256; C: CTX, >512; D:CF, >256; E: CXM, >256; F: ATM, >256.

7.3 Variabilidad genética por perfil plasmidico: el perfil plasmidico mostré que cada
una de las cepas varia en numero de bandas de ADN. La cepa de referencia no mostro
ninguna banda mientras que las demas cepas presentaron de 1 a 5 bandas (Figura 4,
Tabla 5), se asume que la concentraciéon de los plasmidos fue baja, debido a que las
bandas se observaron muy claras, la cepa que mostré bandas con mayor intensidad fue
la numero 23. El perfil molecular de los aislados muestra la diversidad entre el ADN
plasmidico de cepas dentro de una misma especie, debido posiblemente a las altas tasas
de conjugacién que presenta la especie, incluso con otros géneros %657 el material
genético adquirido puede hacer variar los perfiles fenotipicos de resistencia; tal como se
observo en las cepas incluidas en este estudio, demostrando que la poblacion de

Klebsiella pneumoniae del estudio es diversa.
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Figura 4. Perfil plasmidico de aislados resistentes a antimicrobianos de Klebsiella pneumoniae.
1: cepa 4; 2: cepa 6; 3: cepa 8; 4: cepa 9; 5: cepa 12; 6: cepa 18; 7: cepa 22; 8: cepa 23; 9: cepa
28; 10: control negativo; 11: marcador molecular Easy Ladder Il 500- 5.000 pb.

Tabla 5. Numero de bandas observadas en el perfil plasmidico para cada cepa resistente de
Klebsiella pneumoniae.

CEPA 4 b 8 9 12 18 22 23 28 REF
N° DE
BANDAS 2 3 1 5 3 2 2 3 2 0

7.4 Demostracion de la transmision de plasmidos que generan resistencia por
transformacion: Solo los ensayos realizados con la cepa de referencia Klebsiella
pneumoniae ATCC13883 expresaron resistencia. A pesar de la facilidad de E. coli DH5a
para recibir ADN de otras bacterias pertenecientes a las enterobacterias, no se observo
transformacion usando esta cepa. Las células sometidas a la transformacion usando las
bandas de los aislados 6, 8 y 22 mostraron resistencia al cloranfenicol (Figura 5), usando
cada banda purificada del perfil y el ADN total plasmidico de los aislados (Figura 6), lo
gue demuestra que el resto de resistencias observadas fenotipicamente, probablemente
sean de origen cromosomal. Otros mecanismos de resistencia a multiples antibiéticos,
como la impermeabilidad de la membrana debida a la perdida de porinas, las bombas de
flujo de expulsion y varios tipos de degradacion enzimatica se han reportado previamente
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para Klebsiella pneumoniae como resultado de la expresion de genes que se encuentran
en el cromosoma bacteriano, lo que podria explicar el resto de las resistencias presentes
en la poblacion estudiada.>®°

Figura 5. Colonias de células transformadas de Klebsiella pneumoniae con resistencia a
cloranfenicol (50ug/mL) en medio Mueller Hilton usando cada una de las bandas purificadas de los

aislados resistentes.

Figura 6. Colonias de células transformadas de Klebsiella pneumoniae con resistencia a

cloranfenicol (50pg/mL) en medio Mueller Hilton usando el ADN plasmidico total de los aislados

resistentes.

25



Esta informacién es valiosa ya que la resistencia al cloranfenicol, por ser de origen
plasmidico puede transferirse faciimente a otras especies. Teniendo en cuenta que el
cloranfenicol es usado en el tratamiento contra infecciones por Klebsiella pneumoniae
solo cuando la cepa presenta resistencia a todas las céfalosporinas, encontrar fenotipos
resistentes a cloranfenicol en muestras clinicas advierte la dificultad del tratamiento de las

infecciones con estas cepas.

Posterior a la transformacion, las células fueron resistentes a cloranfenicol en
concentraciones mayores a las de las aisladas clinicamente, lo que indico para este
estudio que la resistencia se transfirio efectivamente (Figura 7). La extraccion de ADN
plasmidico en los cultivos de células transformadas dio lugar a un patron de bandeo
diferente al del ADN plasmidico extraido de los aislados clinicos. A pesar de que la
transformacién de Klebsiella pneumoniae ATCC13883 se hizo con cada una de las
bandas de los aislados, el perfil posterior a la transformacion mostré tres bandas (Figura
8), esto es facilmente explicado ya que los plasmidos dentro de las células toman
conformaciones estructurales diferentes que pueden mantenerse durante el aislamiento y
el corrido electroforetico®® (Figura 8). Una de las formas es llamada "superenrrollada” en
esta, el ADN esta retorcido sobre si mismo, esta torsién o superenrrollamiento hace que

la molécula sea muy compactay por lo tanto se movera a través de un gel muy rapido.

Una segunda forma de plasmidos se llama "circulo-relajado”, a menudo, un plasmido
experimenta un descanso en uno de los enlaces covalentes situados en la unién azucar
fosfato a lo largo de una de las dos hebras de nucleétidos, repetidos procesos de
congelacion y descongelacién de los plasmidos u otros factores fisicos bruscos, pueden
provocar la ruptura; cuando esta ruptura se produce, la tension almacenada en el
plasmido superenrrollado se libera y el plasmido se desenrolla. Este plasmido en forma
relajada no se mueve a través del gel con la misma faciidad que la forma
superenrrollada, aunque es del mismo tamafio en términos de pares de bases, se
encuentra mas cerca del pozo que la forma superenrrollada. La ultima forma plasmidica
es comunmente llamada "multimerica," cuando las bacterias replican los plasmidos, lo
hacen rapidamente, por lo que con frecuencia acaban unidos como eslabones de una
cadena. Asi cuando dos plasmidos estan unidos, el multimero sera dos veces mas
grande que un solo plasmido y asi migrara muy lentamente a través del gel.®? De hecho,

se movera mas lento que la forma relajada.
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Figura 7. Cultivo positivo de células transformadas de Klebsiella pneumoniae resistentes a

cloranfenicol en medio liquido.

564

Figura 8. Perfil de ADN plasmidico en células trasformadas de Klebsiella pneumoniae resistentes
a cloranfenicol.

1: marcador de peso molecular A Hind Il 2, 3y 4: células trasformadas con tres bandas de ADN
de la cepa 6. 5: células trasformadas con ADN de la cepa 8. 6 y 7: células trasformadas con 2

bandas ADN de la cepa 22 8: control negativo, Klebsiella pneumoniae ATCC13883 sin ADN
plasmidico.
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Con la finalidad de determinar si las bandas correspondian a un mismo plasmido que se
encontraba en diferentes configuraciones se realizé la restriccion con varias enzimas. La
enzima Taqg | mostro 9 cortes dentro de los plasmidos y ademas la restriccion de los
pldsmidos observados en las células transformadas dieron lugar a un patréon de bandeo
idéntico entre todas las cepas; lo que confirma que, la resistencia al cloranfenicol, es
mediada por un solo plasmido presente en todas las cepas que presentaron resistencia a
este antibiotico y que ademas, las tres bandas observadas en el gel, corresponden a un
solo plasmido en diferentes configuraciones (Figura 9).

Plasmidos anteriormente caracterizados han mostrado evidencia de haber integrado
genes que codifican enzimas como aminoglucésidos, acetiltransferasas,
adeniliitransferasas, betalactamasas, diohidrofolato reductasas y en especial a
acetiltransferasas las cuales son responsables de la resistencia a cloranfenicol por mono
y diacetilacion lo que evita la unién subsecuente del cloranfenicol a la subunidad
ribosomal 50S ©. Varios genes CAT (cat; de Escherichia coli, Proteus mirabilis, ®*
Staphylococcus aureus, Bacillus pumilus, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Campylobacter coli, y Streptomyces acrimycini) han sido secuenciados, y todos muestran
un alto grado de similaridad en la enzima, especialmente alrededor del sitio activo,
aungque esto puede presumirse como evidencia de la capacidad de diseminar las
acetiltransferasas horizontalmente, se ha encontrado que entre las especies se difiere en
su regulacion; esta enzima en gram positivas es inducible, mientras que, en gram
negativas es constitutiva en niveles y conformacion basales que no dan resistencia
natural al cloranfenicol ©°

Ademas la resistencia a este antibiético también puede ser debida a un mecanismo
menos frecuente, el cual no involucra la modificacion del compuesto, sino su entrada en
la célula bacteriana, este ha sido apropiadamente llamado no enzimético y se ha
observado principalmente en gram negativas. Los factores genéticos de estos
mecanismos son usualmente codificados por plasmidos, y suelen estar presentes en
especies como Pseudomona aeruginosa Yy otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae, lo que es concordante con los resultados encontrados en este
trabajo, mientras que los determinantes de resistencia de origen cromosomal a
cloranfenicol han sido reportados mayormente en Haemophilus influenza, Pseudomona
cepacia y Salmonella thypi.®®

28



5000
3000

A

12345678 910111213 1800 7

1000

500

200

100

50

Figura 9. Patrén de restriccion usando Taq | de plasmidos con resistencia a cloranfenicol en

células transformadas de Klebsiella pneumoniae.

A: 1: marcador de peso molecular A Hind Illl. 2, 4 y 6: restriccion de plasmidos de la cepa 6; 3,5y
7: control plasmidos sin cortar de la cepa 6; 8: restriccion de plasmidos de la cepa 8; 9: control
plasmidos sin cortar de la cepa 8. 10 y 12: restriccion de plasmidos de la cepa 22. 11y 13: control
plasmidos sin cortar de la cepa 22.

B: 1. marcador de peso molecular Hyperladder II; 2: restriccion de plasmido que confiere

resistencia a cloranfenicol usando la enzima Taq |; 3: marcador de peso molecular Easy Ladder II.
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8. CONCLUSIONES

Este es el primer informe en Armenia en el que se caracteriza fenotipica y
molecularmente cepas de K. pneumoniae, en el cual se muestra una alta y preocupante
tasa de cepas resistentes a diferentes antimicrobianos.

Los perfiles de sensibilidad por el método de Kirby — Bauer (difusion en disco), fueron

corcondantes con las concentraciones minimas inhibitorias.

La Unica resistencia encontrada en las cepas de Klebsiella pneumoniae asociada a ADN
plasmidico fue la resistencia al cloranfenicol. Esto indica que la mayoria de resistencias a

los diferentes antimicrobianos son de origen cromosomal.

Solo el ensayo de transformacién usando la cepa de referencia Klebsiella pneumoniae
ATCC13883, fue viable para la expresion de los plasmidos extraidos a partir de los
aislados clinicos, a pesar de que la cepa de referencia E. coli DH5 a es una especie
perteneciente a la familia de las enterobacterias al igual que las especies del género
Klebsiella.

La investigacion demostré la importancia de la caracterizacion fenotipica y molecular, ya

gue es una herramienta Util para estudios basicos, facilitando asi el conocimiento de los

perfiles de resistencia a antibiéticos en microorganismos.
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9. RECOMENDACIONES

Se deben tomar medidas de prevencion en cuanto a la diseminacion de cepas resistentes
de Klebsiella pneumoniae, debido a que su resistencia, por ser de origen plasmidico,
puede ser facilmente diseminada entre otras cepas de la misma especie, incluso en
cepas de géneros diferentes.

La caracterizacion fenotipica y molecular contribuye al entendimiento de la resistencia en
Klebsiella pneumoniae, demostrando que son puntos claves que aportan evidencia para
implementar estrategias futuras que ayuden a combatir los microorganismos emergentes

con resistencia a los agentes antimicrobianos.
Se sugiere la caracterizacion completa del plasmido que confiere resistencia al

cloranfenicol y su secuenciacién, asi se podria generar un valioso aporte al conocimiento
de los diferentes plasmidos que confieren resistencia a antimicrobianos en la especie.
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