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Resumen

Introduccion. La resistencia a carbapenémicos es un problema de gran magnitud
en salud publica a nivel mundial, pues este grupo antibidtico se considera la Gltima
opcion terapéutica para tratar este tipo de bacterias multirresistentes. La
caracterizacion molecular de estas bacterias en pacientes colonizados brinda
informacién que permite crear estrategias para el control de infecciones y manejo
empirico mas dirigido.

Objetivo. Describir las caracteristicas moleculares de Klebsiella pneumoniae
resistente a carbapenémicos colonizantes del TGI en pacientes en UCI en dos
hospitales de alta complejidad.

Materiales y métodos. Se recolectaron 29 muestras a partir de hisopados rectales
de pacientes de dos hospitales de alta complejidad. La identificacion del género
bacteriano y del fenotipo con resistencia a carbapenémicos de estos aislamientos se
establecié por medio de medios cromogénicos (ChromAgar Orientation y
SuperCarba). Posteriormente, se realizd secuenciacion del genoma completo por
medio de la plataforma I[llumina y se analizaron los datos a través de Kleborate.
Resultados. Se obtuvo un total de 19 (65%) aislamientos confirmados como K.
pneumoniae, y se observo resistencia a tetraciclinas en un 42%. La carbapenemasa
KPC fue encontrada detectada en el 16% de las cepas confirmadas y el 21% de las
cepas presentd genes de resistencia a aminoglucésidos y quinolonas. Se encontro
que 31,5% de las cepas presentaron genes de virulencia relevantes como
versiniobactina 'y colibactina. Los tipos de secuencia encontrados fueron muy
diversos y no se encontr6 el linaje de ST258.

Conclusion. K. pneumoniae resistente a carbapenémicos fue encontrada como
colonizador del tracto gastrointestinal de pacientes de UCI, lo cual genera alerta en
la probabilidad de intercambio genético con otras bacterias o la posibilidad de
presentarse infecciones por este microorganismo en este tipo de pacientes. Razon

muy importante para la implementacion de herramientas practicas y eficaces para
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la vigilancia epidemiologica y la evaluacion de rutina de la colonizacion por este
tipo de microorganismos.

Palabras claves: Klebsiella pneumoniae, miltidrogorresistencia, colonizacion,
microbiota intestinal, carbapenémicos, betalactamasas, tipificacion molecular,

linaje, infeccidén asociada a la atencion en salud.
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Abstract
Introduction: Carbapenems resistance is a huge magnitude health associate
problem worldwide, cause this antibiotic group is considered the last therapeutic
option for the treatment of this kind of multi-resistant bacteria. Molecular
characterization of this group of bacteria in colonized patients provides information
for the creation of control strategies and a efficient targeted empiric treatment.
Objective: Describe the molecular characteristics of GIT colonizing Klebsiella
pneumoniae resistant to carbapenems in ICU patients in two highly complex
hospitals.
Materials and methods: 29 rectal samples of colonized patients were collected
from two highly complex hospitals. The identification of the bacteria genera and
the phenotype of resistance to carbapenems of these isolates was established by
means of chromogenic means (ChromAgar Orientation and SuperCarba). For the
complete genome sequencing we used the Illumina platform and for the analysis of
the obtained data it was used the Kleborate program.
Results: 19 confirmed isolates (65%) were from Klebsiella pneumoniae. 42% of
the strains were resistant to tetracyclines. 16% of the strains presented the blaKPC
gene and 21% of the strains presented genes for resistance to aminoglycosides and
quinolones. It was found that 31.5% of the strains presented relevant virulence
genes as yersiniobactina and colibactin. The sequence types found were very
diverse and the ST258 lineage was not found.
Conclusion: Using the molecular typing techniques, it was possible to confirm that
carbapenemic-resistant K. pneumoniae can colonize the gastrointestinal tract of
patients upon admission to the ICU, fact which generates an alert on the probability
of genetic exchange with other bacteria or the possibility of infections due to this
microorganism in this type of patient. A very important reason for the
implementation of practical and effective tools for epidemiological surveillance and

routine evaluation of colonization by this type of microorganism.
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Key Words: Klebsiella pneumoniae, multidrug-resistance, colonization, intestinal
microbiota, carbapenems, beta-lactamases, molecular typing, lineage, infection

associated with health care.
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Caracterizacion de la colonizacion por Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos en
pacientes provenientes de UCI en dos hospitales de Colombia.

Introduccion

Desde la aparicion de los antibidticos como opcion terapéutica para las infecciones, ha surgido
también el fendémeno de la resistencia bacteriana, proceso que se define como la capacidad de una
bacteria para sobrevivir en concentraciones de antibidtico que realizan la accion de inhibir o matar
(1). La evolucion de la resistencia bacteriana ha generado bacterias resistentes a practicamente todos
los grupos farmacologicos y teniendo en cuenta, la presencia de esa resistencia a tres 0 mas grupos se
les ha denominado organismos multidrogorresistentes (MDRO) y en este trabajo se ha enfocado en
poder detectar estos MDRO en pacientes que ingresan a unidades de cuidados intensivos (UCI) (2).
La evolucion de la resistencia bacteriana ha generado bacterias resistentes a tres 0 mas grupos
farmacologicos, las cuales denominamos bacterias multidrogorresistentes (MDRO) en el ambito
hospitalario, y en este trabajo enfocado a los pacientes que ingresan a unidad de cuidados intensivos

(UCI) (2).

Los organismos que presentan multidrogoresistencia (MDRO) se han considerado como un problema
de salud publica desde los afios noventa principalmente por entidades internacionales como la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) que en el 2015 declara un plan de accion mundial y el
Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) por lo mismo se ha declarado la
lucha y contencion contra la resistencia bacteriana como una prioridad (3.,4). Klebsiella pneumoniae,
ha sido una bacteria oportunista aislada frecuentemente en infecciones asociadas a la atencion en salud
(IAAS) que incluyen infecciones del tracto urinario, neumonia e infecciones del torrente sanguineo
que ha aumentado su incidencia en la tltima década y suele presentarse con resistencia a multiples

farmacos (1,5).
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Teniendo en cuenta, que esta problematica ha dejado a pacientes con opciones limitadas de tratamiento
y/o con ninguna de las disponibles, es cada vez mas preocupante y se hace necesario realizar estudios
en esta aparicion de resistencia, al igual que aumenta los costos en el tratamiento de estos pacientes.
Las infecciones por estos microorganismos MDRO, especialmente Klebsiella pneumoniae, son cada
dia mas prevalentes debido al aumento en el nimero de pacientes con alteraciones inmunoldgicas,
procedimientos diagndsticos y terapéuticos invasivos, ademas de las malas practicas en el uso de los

antibioticos, especialmente en instituciones hospitalarias de alta complejidad (3).

Lo que se busca con este estudio es conocer los pacientes colonizados por Klebsiella pneumoniae
MDR en el tracto gastrointestinal e identificar determinantes de resistencia, factores de virulencia y
linajes mas importantes en dos hospitales de alta complejidad en Colombia para asi poder determinar
la prevalencia de estos pacientes ya que tienen un mayor riesgo de infeccion en su estancia en UCI,
como un aumento de la mortalidad y son un foco clave para la trasmision de Klebsiella pneumoniae

MDR entre pacientes (2,6) .
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Planteamiento del problema

En Estados Unidos, segiin el CDC en el informe de 2019 ocurren mas de 2,8 millones de infecciones
por MDRO vy de estas personas 35,000 mueren (3). Segun el Centro Europeo para la Prevencion y el
Control de Enfermedades (ECDC) en el afio 2015, las infecciones por bacterias resistentes produjeron
33,000 muertes, siendo el 63.5% de los casos derivados de la atencion sanitaria (7). El grupo GREBO
(Grupo para el control de la resistencia bacteriana en Bogotd) en su informe del 2017 arrojé un
aumento en la resistencia por parte de K. pneumoniae a antibidticos del grupo carbapenémicos en
adultos hospitalizados en un 23% y en UCI una resistencia del 16,5%, E. coli con resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion de un 22% en las muestras recogidas y E. faecium con resistencia
a vancomicina en un 34%, ademads se comenzd a detectar resistencia a colistina en las patogenos P.
aeruginosa 'y A. baumannii (8). Segin el Instituto Nacional de Salud (INS) en el boletin
epidemioldgico semanal de la semana 10 de 2020, estos dos ultimos patégenos toman relevancia, pues
causan gran parte de los brotes asociados al cuidado de la salud en Colombia, junto con el hongo
Candida auris (9). Los enterobacterales resistentes a carbapenémicos (CRE) se han convertido en un
problema de salud publica y en el afio 2016 la OMS los afiadid en patdogenos prioritarios resistentes a
antibioticos, siendo Klebsiella pneumoniae el causante del 40-60% de las infecciones causadas por

CRE en Europa, Estados Unidos y China (4,10—-12)

Este problema actual se ha dado por una combinacién de factores ambientales, clonales y sociales (6).
Estos microorganismos presentan altas tasas de infecciones asociadas a la atencion en salud en
instituciones hospitalarias de alta complejidad y poseen gran facilidad de diseminacioén debido a sus
diversas formas de transmision, lo que facilita la generacion de brotes hospitalarios que trascienden
incluso a otras instituciones o ciudades en un pais (13). Esta problematica se incrementa en paises en
via de desarrollo como el nuestro, donde adicionalmente se puede presentar comercializacion de

medicamentos falsificados, de baja calidad, y poca accesibilidad al sistema de salud en general, facilita
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la generacion de resistencia antimicrobiana y por ende la aparicion de estos MDRO (6,14). Es
importante resaltar que el comportamiento humano también es un factor importante para la aparicion
de resistencia antimicrobiana, pues se ha visto la toma indiscriminada de antibidticos sin la debida
prescripcion de un profesional de la salud o las indicaciones dadas por el profesional sin una causa
justificada (15). Al igual que se ha encontrado una conexién importante en el uso de antibidticos en
el area de veterinaria y el consumo de animales por la poblaciéon consumidora de carnes (6,15).
También, se ha visto que hay una mayor prevalencia de MDRO en los hospitales de tercer nivel o alta
complejidad y en especial en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), aumentando la colonizacion

segiin aumentan los dias de hospitalizacion (1).

La colonizacion del tracto gastrointestinal es a menudo el sitio mas comtn de infeccion por MDRO
en los pacientes en UCI, pero también son capaces de colonizar el tracto respiratorio y la piel, que es
donde el ser humano posee diferentes familias de bacterias que han venido co-evolucionando con el
huésped e interviniendo en su formacion y desarrollo (16). Estos microorganismos pueden ubicarse
de manera transitoria o permanente en estos sitios, siendo los de modo transitorio los encargados de
producir enfermedades infecciosas (16,17). Esta microbiota en individuos sanos es capaz de
proporcionar funciones protectoras necesarias que no son codificadas por nuestro propio genoma,
como lo es evitar la colonizacion de patogenos infecciosos o extraer energia adicional de los alimentos
por medio de mecanismos ausentes en las células humanas (16). La microbiota intestinal consta de
mas de 100 billones de bacterias, que se dividen en 4 filos principales que cubren el 90% de la
microbiota intestinal como son Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria (16,18). En
el filo Firmicutes, se encuentran bacterias patégenas como C. difficile y C. perfringens, ademas de
estreptococos, enterococos, y estafilococos (16). Aunque deben existir factores predisponentes para
que estos microorganismos puedan producir la infeccidn, algunos de estos son, el uso de antibidticos

y otras exposiciones asociadas al ingreso de un hospital, como por ejemplo el cambio de la dieta,
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puede producir un cambio en la composicidn, diversidad y densidad de la microbiota, propiciando un
ambiente para su multiplicacion y produccion de toxinas (16). Los antibidticos tienen un gran impacto
en el cambio de la microbiota, ya que pueden alterar las cargas bacterianas y como no tienen un blanco
especifico al patégeno involucrado, son capaces de eliminar bacterias comensales, modificando y

produciendo més probabilidades de infeccion (16,19).

Aunque no solo se han encontrado MDRO en la atencidon hospitalaria sino en personas asintomaticas
portadoras de estas “superbacterias” (20). Ser portador aumenta de un 8.8% a un 27% el riesgo de
infeccion entre pacientes hospitalizados e ingresados en UCI, asi como aumenta el riesgo de
trasmision y mortalidad (20). Se han reportado tasas de 77% de colonizacion por parte de Klebsiella
pneumoniae en las heces en pacientes hospitalizados, 19% en faringe y 42% en las manos (21,22).
Para esto en varios paises se ha propuesto la vigilancia activa, la cual consiste en detectar y controlar
los MDRO y prevenir las infecciones, con protocolos estrictos de higiene entre el personal de salud

(20).

En Colombia, al igual que en el resto del mundo se esta viviendo esta problemética, aunque se conoce
poco sobre la resistencia que podria tener Klebsiella pneumoniae y cuales linajes son los mas
colonizantes asi como también estos han ido modificando su material genético para tener resistencia

a multiples grupos farmacoldgicos. (23)
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Pregunta de investigacion

(Puede la Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos colonizar el intestino de los pacientes

al momento del ingreso a UCI en dos hospitales de alta complejidad en Colombia?
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Justificacion

En Colombia, para el afio 2006 se aislo la primera muestra de Klebsiella pneumoniae con una
carbapenemasa tipo KPC, y desde esa fecha la resistencia tipo KPC ha avanzado a bacterias entéricas
como E. coli y bacterias no entéricas como Pseudomonas aeruginosa, haciendo que el aumento de
este tipo de resistencia catalogue a Colombia como un pais endémico (24). Lo cual hace que sea

imperativa la deteccion de MDRO para el correcto tratamiento.

En la actualidad y a consecuencia de la alta prevalencia de MDRO en UCI (1), los tratamientos
iniciales brindados en los hospitales no estan siendo efectivos para controlar o erradicar la infeccion,
lo que nos conlleva a la disminucién de la probabilidad de supervivencia del paciente, a un aumento
los dias de hospitalizacion comparado con los pacientes no MDRO (1) y a la limitacion de la gama de
medicamentos disponibles para el tratamiento del paciente (25). Entre los microorganismos
multidrogorresistentes colonizadores del intestino mas frecuentes tenemos: Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y E. faecium resistente a vancomicina (26).

Lo que se busca con este proyecto es analizar muestras de hisopados rectales de pacientes en UCI de
dos hospitales de alta complejidad en Colombia, para asi determinar qué bacterias hay presentes en el
tracto intestinal (27), especialmente para K. pneumoniae e identificar determinantes de resistencia,
factores de virulencia y linajes, lo cual va a permitir que el personal médico esté en capacidad de

brindar a los pacientes ingresados en UCI un tratamiento antibiotico mas efectivo y certero (27).
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Tipo de estudio

Estudio transversal.

Objetivo general

Caracterizar Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos colonizantes del tracto

gastrointestinal en pacientes de UCI en dos hospitales de alta complejidad

Objetivos especificos

6.1.1 Identificar los determinantes de resistencia de Klebsiella pneumoniae resistente a

carbapenémicos colonizantes del tracto gastrointestinal en pacientes de UCI

6.1.2 Identificar los determinantes de los factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae resistente a

carbapenémicos colonizantes del tracto gastrointestinal en pacientes de UCI

6.1.3 Identificar los linajes mas importantes entre Klebsiella pneumoniae multirresistentes.
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Marco tedrico

7.1 Generalidades IAAS

Las infecciones en atencion en salud (HAI) por sus siglas en inglés “healthcare-associated infection™
o en espanol [AAS, se definen como infecciones que ocurren después del ingreso al hospital y que no
estaban en el momento del ingreso del paciente, o también se conoce como las causadas 48 horas
después del ingreso y hasta 30 dias después de su salida (28,29). Esta ultima nos aclara que el
desarrollo de infecciones durante la atencion médica no se limita al &mbito hospitalario, por lo que ya
no se recomienda usar el término “infeccion nosocomial” (30). Las IAAS mas frecuentes son:
infeccion del tracto urinario asociado a catéter, infeccion del torrente sanguineo asociado a via central,
neumonia asociada a ventilador, infeccion en sitio quirurgico e infeccion por Clostridiodes difficile

(30).

Las IAAS se pueden producir de forma endogena, es decir, hay un desequilibrio en la microbiota
normal del paciente o exdgena, es decir, por agentes patdogenos adquiridos por la exposicion en la
atencion médica (30,31). Estas infecciones tienen factores de riesgo multifactoriales como son la
contaminacion de manos en los trabajadores de la salud, equipos médicos contaminados, medio
ambiente, otros pacientes ya colonizados y los mismos visitantes. Al igual, se debe analizar la
capacidad de trasmision y tiempo de sobrevivencia en superficies inanimadas, capacidad de producir
biopeliculas y factores de virulencia y resistencia de los microorganismos implicados, conociendo

también los factores de riesgo que per sé presenta el hospedero (29,30).

En el 2011 se produjeron 1,4 millones de IAAS en USA con 75,000 muertes asociadas, aunque para
el 2015 disminuy6 un 16% su prevalencia (32). Estas muertes se producen en mayor proporcion en
cuidados intensivos y se considera una de las 10 principales causas de muerte en USA (30,33). En

Europa la ECDC para el afio 2017 concluy6 que el 8,3% de pacientes que permanecieron en cuidados
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intensivos durante mas de dos dias presentaron al menos una IAAS adquirida en UCI bajo vigilancia
(34). En América Latina se realizé en el 2016 un estudio multicéntrico-multinacional donde se
recopilo informacién de 12 hospitales terciarios de 4 paises (Brasil, Colombia, México y Venezuela)
y se observo que el 10-12% de los pacientes presentaron una IAAS, un porcentaje 2 veces mayor en
comparacion con los porcentajes expuestos por la CDC que para el mismo ano (2016) fue del 5% para
la aparicion de IAAS . Aunque la mayor proporcion de estas infecciones estan dadas por bacterias,

también se pueden producir por virus (influenza) u hongos (candida) (30).

Existe un grupo de bacterias agrupadas en el acronimo ESCAPE donde se encuentran: Enterococcus
faecium, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, que fueron definidos en el 2008 (35). Se han agrupado de esta
manera ya que presentan alta prevalencia en el &mbito hospitalario, asi como una alta prevalencia de
resistencia a los agentes antimicrobianos y la rapida diseminacion en este ambiente. Por eso el
acronimo ESCAPE se consideran bacterias asociadas a la microbiota hospitalaria (36). Klebsiella
pneumoniae se considera la tercera causa de IAAS en Estados Unidos con un 9,9%, después de
Clostridium difficile y Staphylococcus aureus (37). Aunque para el 2015 un estudio realizado por
Magill et. al. K. pneumoniae se ubica en la octava posicion segun su frecuencia de IAAS en Estados

Unidos seguida de Enterobacter spp y Pseudomonas aeruginosa (33).

Para la disminucion de estas infecciones se han dispuesto medidas preventivas en los hospitales, pues
se ha demostrado que las IAAS pueden ser prevenibles de un 55% hasta un 70% tanto en sala general
como en UCI (38). Es alentador ver estas cifras, pero al momento de la practica se ha visto que los
profesionales de la salud no cumplen con los protocolos de higiene que desde el 2009 la Organizacioén
Mundial de la Salud (OMS) publicé una guia de medidas que se deben tomar para disminuir la

diseminacion de estas bacterias, que causan infecciones en el &mbito hospitalario (4,39,40).
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Estos protocolos incluyen medidas tan sencillas como “los cinco pasos de la higiene de manos” en los
profesionales de la salud, al igual que la higiene que se debe tener con el paciente, como medidas de
aislamiento y protocolo para pacientes con organismo resistente a multiples farmacos. Sin dejar a un
lado la higiene que se debe tener con los elementos del area hospitalaria como limpieza de quiréfanos,
areas criticas y qué hacer donde se mantuvo aislado a un paciente con un MDRO (39,41,42). El
protocolo para este tipo de pacientes se basa en aislamiento con tarjeta amarilla, es decir, aislamiento
por contacto, el estricto lavado de manos antes y después de haber estado en contacto con el paciente,
el uso de guantes, bata, lentes (en caso de riesgo a salpicadura), mantenerlo en una habitacion privada
si es posible, enviar la ropa de cama y batas del paciente en bolsa negra etiquetada con la leyenda

“Lavado especial”, entre otros (41).

En Estados Unidos la tasa de cumplimiento del lavado de manos es menor del 50% y en algunas UClIs
menor al 20%, (30,42) Otras medidas que se toman son el uso del equipo de proteccion personal (EPP)
al estar con un paciente y no usar antibidticos cuando se considere inapropiado, refiriéndose en este
caso a infecciones donde no esté indicado la administracion de antibidtico. Una de la mala utilizacion
de estos es en las bacteriurias asintomaticas, donde un estudio retrospectivo arrojo que el 64% de 94
pacientes hospitalizados, recibi6é tratamiento (43). Otras practicas inapropiadas son la mala
prescripcion de los antibidticos con tiempos mas prolongados de los establecidos o una posologia
inadecuada, también cuando se administra un antibidtico que tenia otra alternativa con un espectro

antimicrobiano mas reducido (44).

Estas infecciones son causadas la mayoria de las veces por organismos resistentes a multiples
antibidticos (MDRO), lo que hace que sean una causa importante de morbimortalidad en pacientes en
todo el mundo (45). Asi como también aumentan los costos de los pacientes hospitalizados y su
estancia hospitalaria (45). Los MDRO més frecuentes vistos en la practica clinica son: Acinetobacter

baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) y Pseudomonas aeruginosa multiresistente,
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Klebsiella pneumoniae resistente a cefalosporinas de tercera generacion y carbapenémicos (KPC),
Enterococcus spp. resistente a vancomicina (ERV) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) (46,47). Se estima que el 8,3% de las personas que permanecen en UCI por mas de 2 dias,
desarrollan una infeccion asociada al cuidado de la salud, de las cuales el 20% son ocasionadas por
MDRO (5,34). En UCI podemos encontrar MDRO de dos formas: En primer lugar, pacientes positivos
para MDRO al ingreso, y en segundo lugar pacientes que adquieren el MDRO en UCI, en su mayoria

por transmision paciente-paciente (46).

Se estima que en EE. UU., hay més de 2 millones de personas infectadas por MDRO, de las cuales
aproximadamente 23.000 mueren a causa de estas infecciones (48,49). Para el 2017, se encontr6 que
del total de pacientes en UCI de un hospital de EE. UU., el 58,3% de los pacientes no eran portadores

de MDRO y el 41,7% eran positivos para MDRO (48).
7.2 MDRO mas frecuentes

De acuerdo con la informacion brindada por paises de diferentes partes del mundo en los Gltimos afios,
vemos que la cantidad de organismos MDRO se ha cuadruplicado en la ultima década (50), asi mismo

se aprecia que la epidemiologia de los MDRO varia de acuerdo con la ubicacion geografica. (51)

En Estados Unidos, de acuerdo al National Healthcare Safety Network (NHSN) en colaboracion con
el Centro para Control y la Prevencion de Enfermedades, desde el 2011 hasta el 2014, se recogieron
datos de 4.515 hospitales en los que se reportaban infecciones por MDRO en infecciones del tracto
urinario asociadas a catéter, neumonia asociada a ventilador, infecciones del torrente sanguineo
asociadas a la via central e infecciones del sitio quirargico y se report6 la cantidad de microorganismos
recogidos de cada tipo y el porcentaje de estos que presentaba alglin tipo de resistencia, los resultados

se muestran en la tabla 1 (51).

Tabla 1. Microorganismos mas comunes con resistencia a antibioticos en USA
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MICROORGANISMO RESISTENCIA PORCENTAJE

Staphylococcus aureus Meticilina 50,7%

Enterococcus faecium Vancomicina 82,2%

Enterococcus faecalis Vancomicina 9,8%

Klebsiella pneumoniae Carbapenémicos 10,9%
Cefalosporinas 22,2%

E. coli Carbapenémicos 1,9%

Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos 25,8%

Tomado de 2016, 37(11) Weiner et. Al (51)

En Europa, mas especificamente en Alemania, de acuerdo con el Sistema de vigilancia de infecciones
nosocomiales para el afio 2013, se recogieron datos de 341 UCIs de 247 hospitales, los cuales
reportaron 4.853 casos de Staphylococcus aureus meticilino resistente (MRSA), 1.235 casos de
Enterococcus resistente a Vancomicina (VRE) y 5.171 casos de bacterias Gram negativas
multidrogorresistentes (MRGN). de los cuales el 16% eran Organismos resistentes a Carbapenémicos

(CRO) (52).

Asia, por su parte, siempre ha tenido una gran prevalencia de MRGN, incluyendo beta lactamasas de
espectro extendido (BLEEs) y CRO (52,53). En un estudio realizado en 20 hospitales en 5 paises
(Nueva zelanda, Filipinas, Singapur, Tailandia y Vietnam), se encontré que el 39,4% de las muestras
de enterobacteriaceae eran positivos para BLEEs, y de las muestras de CRO, el 73% era Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos, 29,8% era Pseudomonas aeruginosa resistente a

carbapenémicos y 2,8% eran Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (53).

En Latinoamérica, Colombia es consciente de la problematica que representa la resistencia bacteriana,
por eso desde los afios 90 se comenzaron a implementar acciones para su control y monitoreo (54), y
a partir del 2004 el Instituto Nacional de Salud empez6 la monitorizacion de los microorganismos
resistentes de alto impacto en el &mbito comunitario (54). En Bogotd, por medio de la Secretaria

Distrital de Salud, se cre6 el SIVIBAC (Sistema distrital de vigilancia epidemiolédgica de resistencia
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bacteriana) (54) y por medio de la Resolucion 073 de 2008 se adoptaron politicas de prevencion,
control y vigilancia Epidemioldgica de Infecciones Intrahospitalarias para el Distrito Capital, en
donde se propone un plan de sensibilizacion para la comunidad y las instituciones, en el que se
plantean aspectos de autocuidado como el lavado de manos y el uso prudente de antibidticos por parte
de las instituciones (54,55). Asi mismo por medio de la normatividad, en la Resolucion Distrital 0234

del 2005, Bogota reitera la prohibicion de la venta de antibidticos sin formula médica (56).

En el 2016, se presentaron los resultados del Programa de Vigilancia por Laboratorio de Resistencia
antimicrobiana en Infecciones Asociadas a la Atencidon en Salud (IAAS), en el que Klebsiella
pneumoniae reporta un 37% de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en UCI y 39% en
no UCI, un 15% de resistencia a carbapenémicos en UCI y 13% en no UCI. Por su parte Escherichia
coli reporta un 26,9% de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en UCI y 21,3% en no
UCI. Enterococcus faecium reporta 22,3% de resistencia a Vancomicina en UCI y 25,3% en no UCI

(57).

En cuanto a las bacterias Gram positivas se reporta un 31,6% de resistencia a oxacilina en UCI y
37,8% en no UCIL Por parte de los bacilos Gram negativos no fermentadores, Acinetobacter
baumannii reporta 39% de resistencia a Meropenem en no UCI y Pseudomona aeruginosa reporta

31% de resistencia a carbapenémicos en UCI y 23% en no UCI (57).

7.3 Enterobacterales

El orden Enterobacterales es un grupo diverso de bacterias Gram negativas, anaerobias facultativas,
no formadoras de esporas, en forma de baston que miden generalmente 1 a 3 um de largo y 0,5 um
de didmetro, dentro de la clase Gamma proteobacterias (58). Pueden encontrarse en aceite, agua y
asociada a organismos vivos, como los humanos, siendo el tracto gastrointestinal el reservorio mas

predominante, asi como también el tracto genitourinario y orofaringe (59). Algunos de estos
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implicados en patologias en animales y seres humanos que pueden llegar a ser devastadoras como E.
coli, Salmonella entérica, Yersinia pestis, Dickeya, Pectobacterium, Brenneria, Erwinia y Pantoea,
son los microorganismos mas frecuentemente aislados en el laboratorio y los que producen
infecciones producidas en la comunidad e infecciones asociadas al cuidado de la salud (IAAS) (60).

Actualmente cuenta con mas de 60 géneros (58,59).

Desde 1937 esta orden se dividia en Enterobacteriaceae (familia), pero esto cambio en el ano 2016
donde la orden Enterobacterales se decidio dividir en 7 familias pues se hacia dificil agrupar todos
los géneros en una sola familia usando el gen 16S rRNA, por lo que recientemente se le adicionaron
genes alternativos para obtener informacion adicional acerca de este orden taxondémico (58,61). Lo
que hizo que se dividiera en estas 7 familias: Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Pectobacteriaceae,

Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae, Budvicianceae (61).

Como cualquier organismo Gram negativo estas presentan una pared celular de peptidoglucanos en el
espacio periplasmico entre una membrana externa y otra interna. Las cuales son las encargadas del
paso de moléculas y la fosforilacion oxidativa (Membrana interna), la estabilidad osmética (pared de
peptidoglicanos). y regular el paso de moléculas hidrofilicas, al igual que prevenir la penetracion de
moléculas lipofilicas como detergentes y antimicrobianos hidrofobicos por su polaridad y donde se
encuentran componentes como el lipido A que es una estructura importante en el antigeno O y
endotoxina importante en la virulencia (membrana externa) (59,62). Hay especies como Klebsiella
pneumoniae 'y Enterobacter, que presentan capsulas de superficie que incluyen el antigeno comun
bacteriano, acido coldnico y una gran variedad de polisacaridos envueltos. Estas capsulas verdaderas
se unen a un LPS o fosfato de glicerol y es la base del antigeno K en el esquema de serotipado de

Kauffman (59,63).

La mayoria de los miembros de Enterobacterales presentan flagelos, es decir, son moviles. Sin

embargo, algunos no moviles presentan genes especificos para la expresion flagelar en condiciones
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especiales. El proceso de biogénesis es en respuesta a una red de sefales extracelulares, este esta
compuesto por una matriz helicoidal hueca compuesta por flagelina (59). La parte expuesta en la
superficie de flagelina es altamente cambiante, dado por el resultado de diversas mutaciones y
recombinaciones después de la transferencia horizontal de genes. Representado esto en el antigeno H
en el esquema de serotipificacion (64). Otro componente importante es el Pili o fimbrias, los cuales
son producidos por delgados nanofilamentos ubicado en toda la superficie bacteriana. Su funcion es
mediar la adhesion y autoagregacion en la célula huésped, estas fimbrias son codificadas

frecuentemente por plasmidos (64).

Las fimbrias més frecuentes en este orden son el tipo 1 o “chaperon-usher” que en la punta presentan
proteinas de adhesion que funcionan como factores de virulencia. Otros pili encontrados en las
Enterobacterales son el tipo IV, los cuales son retractiles lo que le permiten ademads de la adhesion le
permite un tipo de locomocién llamada “twitching”, donde el pili se adhiere a una superficie y produce
una retraccion lo que resulta en un movimiento hacia adelante (65—67). Las toxinas que liberan este
grupo de bacterias requieren una maquinaria de secrecion debido a la doble membrana que presentan,
algunos patotipos tienen muy bien caracterizada como E. coli y Shigella un subconjunto de proteinas
autotransportadoras denominadas, autotransportadoras de serin proteasa de los Enterobacterales
(SPATE, por sus siglas en inglés), que traspasan por la membrana interna y luego por la externa

gracias a la estructura de “barril” que le otorgan sus aminoacidos maduros (68).

Este gran grupo de bacterias pueden presentar 3 tipo de sistemas de secrecion el tipo I, tipo II y tipo
III (T1SS, T2SS, T3SS) En el tipo I se puede tomar como ejemplo las hemolisinas donde estan bien
estudiadas en E. coli las cuales son capaces de ligarse a las células huésped en un solo paso a través
de la membrana interna y externa, gracias a este sistema secretor (59,69). EI T2SS es un complejo
multiproteico que se encuentra en el compartimiento periférico, ademds de secretar toxinas ayudan

con la secrecidon de enzimas hidroliticas (69). El sistema de secrecion tipo III (T3SS) también se le
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denomina “injection” puesto que su mecanismo es como el de una “aguja”, que se extiende desde la

membrana celular externa y se inyecta en la membrana celular de la célula huésped (59,70).

Este extenso grupo de bacterias utilizan el hierro como un cofactor para gran variedad de procesos
enzimaticos, este lo toman del huésped compitiendo con las proteinas de unién al hierro, por el factor
de transcripcion fur, que es muy ubicuo en esta orden (71). También actuan sider6foros como la
enterobactina y aerobactina hacen parte de este sistema de toma de hierro considerandose esta ultima
el factor mas virulento en el caso de Klebsiella pneumoniae (22,71). Los patdogenos que mas
implicacion médica tienen son: Escherichia coli,Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus
mirabilis, Salmonella enterica, Yersinia pestis. Causando enfermedades que pueden ir desde simples
problemas gastrointestinales como la diarrea del viajero producida por E. coli enterotoxigénica hasta
infecciones asociadas al cuidado de la salud y al uso de dispositivos que pueden llevar a sepsis
(34,59,60). También actian sider6foros como la enterobactina y aerobactina hacen parte de este
sistema de toma de hierro considerandose esta tltima el factor mas virulento en el caso de Klebsiella
pneumoniae (22,71). Los patégenos que mds implicacion médica tienen son: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Salmonella enterica, Yersinia pestis.
Causando enfermedades que pueden ir desde simples problemas gastrointestinales como la diarrea del
viajero producida por E. coli enterotoxigénica hasta infecciones asociadas al cuidado de la salud y al

uso de dispositivos que pueden llevar a sepsis (34,59,60).

7.4 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es un patdégeno oportunista que afecta con mayor frecuencia a pacientes
inmunosuprimidos e IAAS (72). Es un bacilo gramnegativo anaerobio facultativo, fermentador de
lactosa, oxidasa negativa, no motiles, en forma de baston, aunque esta especie en las enterobacterales

es el mas redondo y grueso (73). Crecen mejor en temperaturas entre 35-37 ° Cy a pH 7,2, miden de
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0,3 a 1,5 um de ancho por 0,5 a 5,0 um de largo (73). Aunque hay dos subespecies que no fermentan

lactosa que son K. ozaenae y K. rhinoscleromatis segun un estudio de homologia de ADN (74).

Esta subespecie se aislo por primera vez en el siglo XIX y se conocié como la bacteria de Friedlander,
ya que fue quien la observo por primera vez y su nombre cambia en 1885 pues Trevisan intenta honrar
de esta manera al microbidlogo aleman Edwin Klebs (74). Esta reside en el medio ambiente como en
el suelo, aguas superficiales y dispositivos médicos (59). En el humano coloniza facilmente
superficies mucosas, como el tracto gastrointestinal (TGI), orofaringe, vias urinarias y sistema
respiratorio, en algunos sitios esta colonizacion hace parte del microbiota normal del huésped (72).
Puede causar enfermedades como: Abscesos hepaticos, meningitis, fascitis necrotizante, neumonia
severa, bacteriemia y sepsis (75). A pesar de que las infecciones dadas por este patdgeno se asocian
mas con sistemas inmunes comprometidos, las cepas hipervirulentas pueden afectar a pacientes sanos
e inmunocompetentes (75,76). Esta bacteria tiene la capacidad de formar biopeliculas en elementos

médicos (Tubos endotraqueales y catéteres) (75).

El factor de virulencia mas importante es la capsula que posee, se han descrito aproximadamente 78
serotipos capsulares (antigeno K) en K. pneumoniae (76,77). Pero algunos serotipos como K1 y K2,
en algunos articulos también consideran el K20 que son los que producen mayor hiperviscosidad
(hipervirulentos), pues incrementan la produccion de la capsula de polisacaridos (CPS) al igual que
una desregulacion de genes reguladores mucoides como rmpA y rmpA2, que se identifica en el
laboratorio por el crecimiento de colonias hipermucosas en placas de agar, asi como con la técnica de
la “prueba de la cuerda” que se considera positiva si se produce una cuerda viscosa >5 mm de longitud,
aunque existe cierta controversia si la hiperviscosidad que se produce es dada por los CPS o por

exopolisacaridos (75,78).

Esta capsula de polisacaridos esta generalmente conformada por unidades de 3 a 6 azucares y es

sintetizada por la via de polimerizacién dependiente -Wzy que se encuentra bien caracterizada en E.
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coli (75). El grupo o “clusters” de genes cps comunmente consiste en genes encargados de la sintesis
de estos azucares, sintesis de unidades repetidas de la capsula y su posterior ensamblaje y exportacion
(75). En la region 5  terminal el grupo de genes cps contiene 5 genes conservardos (galF, orf2, wzi,
wza, wzb, wzc) y en la region 3" contiene un gen conservado gnd, mientras en las regiones centrales,
hay una alta diversidad (75). Tanto wzy y wzi estan presentes en todos los serotipos K, aunque
presentan un alto nivel de variabilidad secuencial entre los distintos tipos K (75). El gen wzi codifica
la proteina de membrana Wzi la cual se encarga de la union del polisacarido capsular a la membrana
externa (79). El gen wzi es parte fundamental de la sintesis de CPS y puede ayudar a identificar de
manera practica y sencilla el serotipo K, puesto que su variacion se da por la presencia o ausencia de

genes en el locus cps.

La sintesis de la CPS inicia con el ensamblaje de unidades repetidas de azucares individuales
catalizadas por diferentes glicosiltransferasas de manera secuencial, esta cadena resultante es
transferida de la membrana interna por una flipasa Wzx y luego se polimeriza por una polimerasa
Wzy en el espacio periplasmico (72). Ademas, el control de la polimerizacion y exportacion de la CPS
madura a la superficie bacteriana ocurre por una combinacion de acciones entre Wza (autokinasa de
membrana interna) Wzb (proteina tirosin fosfatasa) y Wzc (Lipoproteina integradora de membrana
externa) (61). El gen magA codifica la capsula especifica de K1, pero no juega un papel en la sintesis

de la CPS y actlia en una determinacioén importante de virulencia (75).

Esta capsula lo que le permite a la bacteria es generar una resistencia a la fagocitosis y opsonizacion
de los macrofagos, neutréfilos, células epiteliales y células dendriticas (75). La K. pneumoniae K1
muestra una reduccion significativa con la interaccion de macréfagos comparado con cepas no
virulentas (80). Ademas, si son fagocitados por neutrofilos tienen la capacidad de escapar mediante
muerte intracelular mediada por neutréfilos y transportar la bacteria a distintos sitios, como el higado,

causando un absceso (75). La capsula también tiene la capacidad de atrapar polipéptidos
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antimicrobianos, por causa de concentraciones suboOptimas del antimicrobiano lo que induce la

expresion de genes cps, que protege la bacteria de la accion del farmaco (75).

Otro componente importante son los lipopolisacaridos (LPS) que intervienen en 3 partes de la bacteria:
en la conservacion del Lipido A hidrofobico anclado en la membrana externa, la alta variabilidad del
antigeno O, como el componente mas externo de LPS y el polisacarido que conecta el Lipido A y
antigeno O (81). De este antigeno O se conocen al menos 9 grupos (O1, 02, O2ac, O3, O4, 05, 07,
08 y O12), en K. pneumoniae, siendo el mas frecuente O1 y es también el que mas hiperviscosidad
produce (72,81). En un modelo murino el serotipo O1:K 1 juega un papel importante para la promocion
y diseminacion bacteriana y colonizacidén de 6rganos internos luego de iniciar la bacteriemia (81).
Pero en infecciones del tracto respiratorio se determind que el serotipo O1:K2, solo la CPS es la
encargada de desarrollar la infeccion pulmonar, sin embargo, el antigeno O contribuye a la letalidad
por el incremento de probabilidades de producir bacteriemia (72). En el tracto urinario el serotipo mas

asociado es O5:K57, contribuyendo a la adhesion en las células uroteliales (63,82).

El nucleo o “core” de los polisacaridos que es el encargado de unir el lipido A con el antigeno O solo
cuenta con dos tipos (tipo 1 y 2) caracterizados en K. pneumoniae, sintetizados por dos diferentes
grupos de genes wa (64). El tipo 2 esta compuesto por hldD, waaF, waaC, wabK, waalL, wabG, wabH,
orfl0, waaA, waaE y coaD y el segundo grupo de genes wa difieren por solo dos genes: wabl y wabJ,
que codifican el acido 3-deoxy-D- manosa- octulosonico (Kdo) transferasa y heptosiltranferasa, que
son responsables de incorporar los tltimos residuos Kdo y L, D-Hepl (75). El lipido A es sintetizado
en el citoplasma por un conjunto de enzimas constitutivas y finalmente anclado a la membrana
externa. Las modificaciones de este Lipido A contribuyen a la resistencia del sistema de defensa innato
del huésped, tanto el nticleo de LPS y el Lipido A juegan un papel importante para evitar la fagocitosis
por parte de macrofagos en el alveolo (75). Las fimbrias que se han encontrado son la tipo 1 y tipo 3,

la tipo 1 es esencial para iniciar el establecimiento en el tracto urinario, pero no tiene efecto para
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colonizar el intestino o el pulmoén (82). La fimbria tipo 3 se ha visto que in vitro media la adhesion a
células epiteliales de los tejidos renales y pulmonares, ademas de contribuir a la formacion de la
biopelicula, sin embargo, no tienen un rol en la infeccioén en intestinos y pulmoén (83). Otra fimbria
que se encuentra es la Kpc que es sintetizada y ensamblada por el operon kpcABCD, que se asocia
con una alta hipermucoviscosidad de K. pneumoniae que le confiere una alta actividad de formacién

de biopelicula (83).

La membrana externa es necesaria para complementar a la cipsula de polisacaridos y atenuar
respuesta inflamatoria mediada por células epiteliales (72). La proteina que se encuentra en mayor
proporcién en esta membrana externa es OmpA, que previene la activacion de estas células activando
la via NF-kb- y p38 (64). Perder esta proteina hace mas susceptible a la bacteria de los
antimicrobianos, pero no afecta en la actividad de produccion de la CPS (75). En adicidn, la OmpA
contribuye a la resistencia de la fagocitosis por parte de los macrofagos alveolares (75). K. pneumoniae
produce dos importantes porinas en la membrana externa (OmpK35 y 36) las cuales dejan pasar
moléculas hidrofilicas como lo son nutrientes y antimicrobianos (cefalosporinas/carbapenémicos) al
igual que expresa porinas alternativas, como KpnO y Omp26, con la pérdida de alguna de estas a
excepcion de OmpK35 aumentan la resistencia a antibioticos (72). Otro componente importante son
las bombas de Eflujo AcrAB que contribuye no solo con la exportacion de antibidticos sino también

con agentes antimicrobianos derivados del huésped (72).

La nutricidon que tienen las bacterias, en este caso K. pneumoniae, se basa en esencia en extraer hierro
del huésped, lo realiza mediante 12 distintos sistemas de captacion, que pueden ser asignados dentro
de 4 grandes grupos: Transportador de hierro Feo, transportador ABC (Kfu y Sit), sistema de captacion
basado en hemoforos y sideroforos (islas de patogenicidad de Yersinia, luc y I[roA) (72). Las regiones
de kfu, islas de patogenicidad, iuc e iroA se han asociado con un alto nivel de hipervirulencia (72).

Estas bacterias presentan moléculas que extraen el hierro del huésped llamadas hemoéforos y
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sideréforos, K. pneumoniae, produce un sideréforo llamado enterobactina que tiene una alta afinidad
por el hierro comparado con otro quelante de hierro aunque este mecanismo es inhibido por la

Lipocalina 2 (75).

Sin embargo, se han encontrado en aislados de la bacteria sider6foros adicionales en infecciones del
tracto respiratorio inferior como yersiniabactina (codificado yb¢ y fyu), salmocelina (codificada por
iroA), aerobactina (codificada por iucABCD) que no son inhibidas por la lipocalina-2 lo que le permite
a la bacteria poder diseminarse a diferentes sitios del huésped (72). Otro sistema de sideroforos es la
colibactina, un policétido genotoxico que produce el dano de DNA de las células eucariotas,
encontrado al inicio en E. coli, pero también se ha aislado en alrededor del 10% de cepas
hipervirulentas de Kpn (84). Es codificado por ICEKpI0 por el locus clb, se ha asociado a la
colonizacion y diseminacion en mucosas respiratoria, colonizacion intestinal y en el absceso hepatico

y se ha aislado en CG66 (100%), CG23 (80%) (84).

Ultimamente ha habido un aumento en la resistencia a antibidticos por cepas derivadas de K.
pneumoniae clasica, lo que ha causado que las infecciones que provoca este patdgeno como
infecciones del tracto urinario, neumonias y bacteriemias se convierten en complejos manejos por la
alta tasa de resistencia a las terapias antimicrobianas (75). Aunque también se ha comenzado a
observar otras cepas clinicamente importantes que son las hipervirulentas (HV) en Taiwan y sudeste
de Asia como los sitios mas frecuentes, causando infecciones en pacientes sanos o con factores de
riesgo como el alcoholismo cronico que puede predisponer a la produccion de abscesos hepaticos

(75,85).
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7.5 Mecanismos de resistencia a antibioticos en Klebsiella pneumoniae

7.5.1 Betalactamicos

Una de las maneras que Klebsiella y otras bacterias gramnegativas tienen para producir la resistencia
a este gran grupo de farmacos es por medio de betalactamasas, las cuales lo inactivan rompiendo el
enlace amida del anillo b-lactamicos, codificadas por genes bla cromosomales y genes transferibles
(plasmidos, transposones).(86) Se clasifican segin Ambler en A, B, C y D. Tres de estas (A, Cy D)
son familias de hidrolasas reactivas con la unidon de serina de la estructura de la molécula de la
betalactamasa. La clase B se da una reaccion facilitada por la presencia de uno o dos iones de zinc en

el sitio activo (87).

En la clase A las enzimas representativas son TEM y SHV, este patdgeno presenta resistencia
intrinseca a ampicilina pues en su nucleo gendmico, se encuentra en gen blaSHV, que codifica para
SHV vy se consideran penicilinasas (87). La enzima CTX-M no solo hidroliza penicilinas, sino que
también tienen la capacidad de hidrolizar cefalosporinas de espectro estrecho y monobactamicos.
Ademas, presentan la capacidad de inhibir los inhibidores de betalactamasas (tazobactam, sulbactam
y clavulanato). En esta misma clase se presentan genes bla que codifican para enzimas con la
capacidad de inhibir carbapenémicos, llamadas asi carbapenemasas, donde aparece la KPC la mas
frecuente desde su descripcion en 1996; estas carbapenemasas solo son susceptibles a pocos
antibidticos como la colistina (88,89). El transposon y plasmidos que suelen llevar el gen blakrc
tienden a presentar mas genes de resistencia a otros antibioticos como fluoroquinolonas y

aminoglucdésidos (90).

En la clase B estan la metalobetalactamasas, por su capacidad de inactivar el anillo con la presencia
de uno o dos iones de zinc, inhiben todos los b-lactdmicos menos aztreonam (87). En esta clase estan
las enzimas IMP, VIM y NDM (New Deli Metalobetalactamasa). Esta ultima ha surgido en las tltimas

dos décadas, extendiéndose con gran rapidez a nivel mundial (91). La clase C se considera
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cefalosporinasas, porque este grupo de antibioticos induce su expresion. La enzima mas representativa
es AmpC que originalmente los genes que codificaban esta enzima eran transferidos por un gen

cromosomal de enterobacterias a un elemento genético lo que facilito su diseminacion (92).

La clase D se encuentra el grupo OXA, cuya diseminacioén es mediada por plasmidos. Comprende
mas de 200 variantes, pero solo unas pocas presentan actividad de carbapenemasas, aunque la
hidrolisis de carbapenémicos es baja comparada con otras carbapenemasas como lo son las de clase
B (87,93). La OXA-48 like es la mas representativa de este grupo. Ademas de las clases de
betalactamasas, Klebsiella pneumoniae tiene otros mecanismos para generar resistencia, como lo son
la alteracion de canales llamados porinas extendidas por la membrana externa, produciendo asi la
disminucion de la entrada de los farmacos, por lo que al entrar menos antibidtico debe incrementarse
la concentracion minima inhibitoria (CIM) para conseguir el efecto deseado. Dos importantes que se
mencionaron anteriormente son OmpK35 y 36, por lo cual con la pérdida de alguna de estas aumenta

la resistencia (87,93).

Independientemente de la carbapenemasa que porte, se encuentra en el grupo llamado enterobacterales
resistentes a carbapenémicos (CRE) y las infecciones producidas por estos patogenos multirresistentes
hacen que haya una limitada opcién de antimicrobianos lo que conlleva a unas altas tasas de

morbimortalidad en comparacion con bacterias no resistentes (72).

7.5.2 Quinolonas

Las quinolonas son otro grupo de farmacos que son frecuentemente utilizados para infecciones donde
se involucran gérmenes gramnegativos. Se han descrito varios mecanismos de resistencia como lo son
la acumulacién de mutaciones de genes que codifican la ADN girasa y la topoisomerasa [V diana de
las quinolonas, disminucion de la concentracion intracelular por la inhibicion o mutacion de porinas
y bombas de exclusion (OgxAB) y la adquisicion de genes de resistencia mediada por elementos

genéticos moviles como plasmidos o transposones(94). Normalmente un solo mecanismos no genera
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una notable resistencia, por lo que deben aparecer varios de estos para conferir la resistencia a
aminoglucésidos (95). Los genes plasmidicos qnr generan una hidrolisis de las quinolonas por la
proteina acc (6’) Ib-cr, lo que le da proteccion a la ADN girasa y topoisomerasa IV (94). Se han
encontrado mas de 100 variantes del gen gnr y se han agrupado en 5 familias (gnr4, gnrB, gnrC, gnrD
v gnrS). Se ha visto que este gen se encuentra en el mismo plasmido o transposén donde se genera

resistencia a beta lactdmicos a enterobacterias como Klebsiella pneumoniae BLEE (95,96).

Otra resistencia es dada por las mutaciones de la zona quinolone resistance- determining region
(QRDR) de la ADN girasa donde estan los genes gyrd y gyrB y genes de la topoisomerasa IV parC'y

parE. (95)

7.5.3 Aminoglucosidos

Como los mecanismos de resistencia anteriormente mencionados, la resistencia a aminoglucésidos se
puede dar por modificaciones enzimaticas en el farmaco, modificacion de la diana ribosémica y la
disminucion de la entrada del antibidtico al espacio intracelular por alteraciones en la permeabilidad
como lo son las bombas de exclusion y las porinas (97). El mecanismo mas comun es la produccion
de enzimas modificadores de aminoglucosidos, lo que produce la modificacion del ARNr 16s y esto
conlleva a una reduccion en la union del farmaco a su sitio diana, generando un alto nivel de
resistencia. Actualmente se han identificado siete genes de metilasa de ARNr 16S (ArmA, rmtA, rmtB,
rmtC, rmtD, rmtE, npmA) (97). Pero para que esta resistencia se exprese se deben encontrar los 3
mecanismos por los que se confiere resistencia, al igual que la resistencia de quinolonas. El

mecanismo menos comun es la alteracion de la diana 16S ribosémica (97).

7.5.4 Polimixinas (Colistina)
El mecanismo de resistencia a este antibidtico ha surgido recientemente, lo que preocupa al sector de
la salud ya que la colistina se considera como la ultima linea de manejo para tratar infecciones

complicadas causadas por gérmenes gramnegativos (98,99). El mecanismo de accion de este farmaco
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es producir un cambio en la electroestatica de la membrana de la bacteria, lo que genera un
desequilibrio y por consiguiente la muerte celular (98). La bacteria es capaz de reducir esta atraccion
electrostatica inicial por la disminucion de cargas negativas de la membrana externa por medio de la

modificacion del lipido A, por medio de un sistema de dos componentes PhoP-PhoQ (98,99).
7.5.5 Macrolidos

Este grupo de antibioticos esta mas dirigido para el tratamiento de infecciones de organismos
grampositivos como cocos grampositivos, cocos gramnegativos y bacilos intracelulares, ya que las
bacterias gramnegativas expresan genes intrinsecos para la formacion de bombas de exclusion que
ayudan con la salida de este medicamento produciendo una disminuciéon del antibidtico en el
intersticio de la bacteria, aunque en el caso de la shigelosis en nifios suele utilizarse la azitromicina
para el tratamiento de esta patologia gastrointestinal porque alcanza concentraciones altas en el colon
y asi ayuda a inhibir a la Shigella (100,101). En este grupo tenemos a la claritromicina, azitromicina
y espiramicina, que son los mas utilizados en nuestro pais actualmente (101). La resistencia a estos
farmacos se puede dar por la modificacion o metilacion del sitio diana el cual es el ribosoma, salida
del farmaco o inactivacion. En los patdgenos grampositivos se encuentran genes erm que codifican
enzimas para la metilacion ribosdmica lo que disminuye la union del macroélido con el ribosoma (101).
En los enterobacterales se ha encontrado un gen mphA trasmitido por plasmidos que codifica una
fosfotransferasa 2’ que le confiere resistencia a azitromicina, lo que los hace reservorios de estos genes
de resistencia que pueden transferirse a otros organismos patdégenos como Shigella que puedan
producir infecciones intestinales graves (shigelosis)(100,102). Otro mecanismo de resistencia es con
la adquisicion de bombas de exclusion con la presencia de los genes mefd y msrd, normalmente

encontrados en Gram positivos pero se ha visto mef4 en bacterias Gram negativas(102,103).
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7.5.7 Tetraciclinas

La resistencia a este grupo antibidtico estd dada por gran variedad de mecanismos entre los que
encontramos proteinas de proteccion ribosomal (RPP) como tet(M), tet(O), tet(S), tet(W), tet(32), and
tet(36), tetB(P), otr(A), tet, tet(Q) y tet(T), genes de inactivacion enzimatica como tet(X) y tet(37),
genes mosaico como tet(O/W), tet(O/W/0), tet(O/32/0) y tet(O/W/32/W/O) y bombas de eflujo, las
cuales hacen parte de la superfamilia de facilitadores principales, las cuales son proteinas de
membrana que atraviesan la bicapa lipidica y fueron clasificadas en 7 grupos, las mas prevalentes
clinicamente son las del grupo 1, que se caracterizan por ser anti-portadoras de farmaco-H+ (104), a
este grupo pertenecen Tet(A) y Tet(B) las bombas de eflujo mas frecuentes en Gram negativos, asi
mismo a este grupo pertenecen Tet(C), Tet(D), Tet(E), Tet(G), Tet(H), Tet(J), Tet(Y), Tet(Z). En
Cuanto al grupo 2 encontramos Tet(K) y Tet(L), en los grupos 3 a 7 se encuentran bombas menos

importantes clinicamente (104,105).

7.5.8 Trimetoprim y Sulfonamidas

Estos dos grupos de antibioticos se suelen dar en combinacion con el farmaco
trimetoprim/sulfametoxazol pues generan sinergia entre si, ya que inhiben la formacién del acido
folico bacteriano inhibiendo las enzimas dihidropteroato sintasa (DHPS) y la dihidrofolato reductasa
(DHFR), respectivamente (106). Este antibidtico posee un amplio espectro bacteriano entre esas la
familia de enterobacterales aunque Proteus mirabilis y Enterobacter presentan menos susceptibilidad
al farmaco, también tiene accidon contra Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae en
infecciones del tracto respiratorio (107). Los mecanismos de resistencia a este farmaco pueden ser
transferibles por elementos genéticos moviles, estos mecanismos pueden ser modificaciones en las
bombas de salida, en inhibicioén de porinas, mutaciones en las enzimas diana y resistencia adquirida a

las enzimas diana resistentes a farmacos (107). La resistencia de trimetoprim se da por el cambio de
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un aminodcido en el gen dhfrr que codifica a la enzima DHFR cromosémicamente alterada, este
cambio se ve mas asociado a gérmenes gramnegativos y se ha identificado mas de 20 genes
transferibles de dhfr (106,107).

La resistencia trasmisible a las sulfonamidas esta mediada a partir de dos genes sull y sul2, que
producen cambios conformacionales en la estructura de la enzima DHPS, no se conoce el origen de
estos genes y frecuentemente estan relacionados la resistencia de trimetoprim y sulfonamidas. El gen
sull se encuentra relacionado con mas genes de resistencia transferibles en los transposones de la
familia Tn21 (106,107).

7.5.9 Rifamicinas

Las rifamicinas son un grupo de antibidticos donde el mas conocido y utilizado es la rifampicina, la
cual se utiliza para el tratamiento de la tuberculosis y las enfermedades meningococcicas, tienen una
gran actividad contra Gram positivas y algunas Gram negativas (108). Su mecanismo de accion se da
inhibiendo la ARN polimerasa bacteriana, se ha visto que ha surgido una gran preocupacion por el
aumento de resistencia por parte de Mycobacterium tuberculosis, estas mutaciones estan dadas en el
gen rpoB, sin embargo, se ha visto la aparicion de otro gen que se ha identificado en especies diferentes
a Mycobacterium trasmitido de manera horizontal (108,109). Este gen es el arr que codifica a ADP
ribosiltransferasa una enzima responsable de la inactivacion del farmaco. Los arr-2 y arr-3 se han
visto asociados a genes de integrones clase 1 en cepas de bacterias gramnegativas como P. aeruginosa
v K. pneumoniae (110). En la clinica no presenta gran relevancia, pero son cepas potencialmente
trasportadoras de genes de resistencia que pueden ser transferidos horizontalmente a gérmenes

patogenos causantes de infecciones en el ser humano (109,110).

7.6 Complejos clonales en K. pneumoniae y su diseminacion

En K. pneumoniae hay un nicleo gendémico que se encuentra presente en mas del 95% de los aislados

y se estima que comprende ~2000 genes, en cambio los genes que varian entre esta especie se

43



Caracterizacion K. pneumoniae E. Quintero Meza — C. Var6n Rodriguez

denomina genoma accesorio que incluye los genes codificados en el cromosoma o en elementos
moviles, como plasmidos (84). Este genoma presenta entre 5000 y 6000 genes y pueden ser
identificados usando secuencias repetitivas basadas en PCR (rep-PCR), electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE), y tipificacion multilocus de secuencias (MLST) que es la técnica utilizada mas
comunmente (84,111). El nucleo gendmico mantiene un linaje entre especies que puede tener una

divergencia de nucledtidos de ~0,5%, a este se le conoce como complejo clonal (CG, por sus siglas

en inglés “clonal group”) (84).

Son definidos por la tipificacion de secuencia multilocus del nucleo gendmico (cgMLST), que es un
esquema de clasificacion y nomenclatura basado en la variacion de secuencia de nucledtidos en genes
centrales o genes de mantenimiento donde se utilizan fragmentos de cada gen entre 450 a 500 pares
de base y se le asigna un niimero particular de alelo a cada secuencia unica que se encuentre en un
gen de mantenimiento de la especie (84). Este linaje o grupos clonales son etiquetados o basados en

el tipo de secuencia multilocus de siete genes dominantes (84).

Las cepas se clasifican segun sus tipos de secuencias (ST) que se definen por estos siete genes
conservados (mdh, infB, tonB, gapA, phoE, pgi, rpoB) Los complejos clonales (CC) o grupos clonales
(CG) describen subpoblaciones de K. pneumoniae que presentan un ancestro en comun por estos genes
conservados (72,111). Hay un total de 157 linajes reportados basados en el andlisis del genoma
completo de 289 genomas de Kp y 155 complejos clonales definidos en la base de datos de cgMLST

(https://www.cgmlst.org/ncs/schema/2187931/) (112). Las infecciones por este patdogeno son

causadas por diversos clones que estan distribuidos globalmente, pero los CG varian su prevalencia
entre paises (84). La mayoria de estos clones producen infecciones limitadas, sin embargo, hay un
subconjunto con un linaje altamente resistente donde encontramos a los tipos de resistencia de beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) y resistente a carbapenémicos que se han convertido en un

problema mundial (84).
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Los grupos clonales como el CG258, CG15, CG20, CG29, CG37, CG147, CG101 y CG307 no estan
relacionados entre si, pero se han asociado a causantes comunes de multidrogorresistencia en
infecciones asociadas al cuidado de la salud (figura 1). En la Figura 1, también se puede observar los
CG que se asocian mas a Kpn hipervirulenta (CG23, CG66, CG380, CG65, CG85) y los que se han
asociados a MDR (CG258, CG307, CG29, CG16, CG147), por consiguiente, en estos “clonal group”
podran determinarse factores de hipervirulencia como los serotipos K1 (asociado a CG23) y K2, al
igual que otros sistemas siderdforos que se mencionaron anteriormente como la yersiniabactina y

colibactina y otros factores de virulencia (75,84).

Ilustracion 1. Linajes filogenéticos de Klebsiella pneumoniae
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Una secuencia tipo de Klebsiella pneumoniae, ST258 y CG258, es la que se ha distribuido en todo el
mundo en los ltimos 15 afios (114). Surgidé de una recombinacion de ST11 un miembro de CG258y
una cepa de ST442 (20% del genoma es derivado de ST442 y el 80% es homologo a ST11) (72).
Ademas esta cepa lleva un elemento conjugativo integrado (ICE), que también presenta la cepa ST11,
lo que sugiere que este ICE se recombiné en la porcion ST442 (72). Teniendo en cuenta esto, se puede
observar que las cepas de K. pneumoniae tienen una alta variabilidad de someterse a recombinaciones
genéticas con otras cepas, ademas de darse de manera rapida y adquirir nuevos rasgos (72). Aunque,

estos rasgos que les permiten sobrevivir y causar infeccion varia entre cepa y cepa (72).

Se ha asociado no muy claramente que la propagacion de esta cepa a nivel mundial se puede deber a
factores codificados por ICEK.p258.2 que se estan encontrando y fuertemente relacionado con tipos
de secuencia, como ST11 (115). Especificamente codifica un pili tipo IV que facilita la persistencia y
el cambio de informacion genética. Aunque ST258 esta bien distribuida por todo el mundo, se ha visto
que presenta menos niveles de virulencia y mdas sensibilidad a la fagocitosis por parte de los
macr6fagos compara con la cepa ST439, pero tienen una mayor resistencia a la unién con neutréfilos

y es la que se asocia con trasportar mecanismos de resistencia contra farmacos (72,84).

La cepa ST258 a pesar de que se puede encontrar asociada con presencias de KPC, no se correlaciona
con la actividad de virulencia (72). Los mecanismos de resistencia encontrados en K. pneumoniae, sin
ser exclusivo de esta, pues se extiende a la mayoria de las bacterias Gram negativas, presentan 4 clases
de carbapenemasas (clase A-D), donde las KPC son clase A, dependientes de serina (10-12). Hay 24
tipos de variantes de KPC clase A aunque las mas estudiadas son la KPC-2 y KPC-3 (72). En ST258
son codificadas por Tn4401 un transposén Tn-3, ha sido encontrado en diferentes tipos de plasmidos
de ST258 y pueden transferirse con gran facilidad a otras cepas de K. pneumoniae (72). En adicion,

se puede generar resistencia por carbapenemasas de clase B o también llamadas metalo- - lactamasas
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que son dependientes de Zn*?, como la NMD-1 y clase D donde se encuentran las OXAs, en caso de
K pneumoniae la OXA-48 es la mas encontrada (85). Los mecanismos de resistencia encontrados en
K. pneumoniae, sin ser exclusivo de esta, pues se extiende a la mayoria de las bacterias Gram
negativas, presentan 4 clases de carbapenemasas (clase A-D), donde las KPC son clase A,
dependientes de serina (10—12). Hay 24 tipos de variantes de KPC clase A aunque las mas estudiadas
son la KPC-2 y KPC-3 (72). En ST258 son codificadas por Tn4401 un transposon Tn-3, ha sido
encontrado en diferentes tipos de plasmidos de ST258 y pueden transferirse con gran facilidad a otras
cepas de K. pneumoniae (72). En adicion, se puede generar resistencia por carbapenemasas de clase
B o también llamadas metalo- B- lactamasas que son dependientes de Zn*?, como la NMD-1 y clase

D donde se encuentran las OXAs, en caso de K pneumoniae la OXA-48 es la mas encontrada (85).

7.7 Klebsiella pneumoniae asociada a IAAS e Infeccion en UCI

Klebsiella pneumoniae es una de las causas mas frecuentes de infecciones asociadas al cuidado de la
salud (IAAS), responsable principalmente de infecciones en tracto urinario, respiratorio y
bacteriemias que la ha hecho considerarse un problema de salud publica (40). Se pueden encontrar
con cepas clasicas y cepas hipervirulentas (HV), segin un estudio chino el 56% de cepas clésicas
presentaban BLEE mientras que solo el 17% lo presentaba en las cepas HV, aunque se debe considerar
que las infecciones producidas por cepas HV tienen un pronodstico menor comparado con las de cepas
clasicas, al igual que estas cepas HV son causantes de infecciones tanto en &mbito hospitalario como
en la comunidad, lo que significa que pueden infectar a pacientes sanos, produciendo infecciones
como abscesos hepaticos (principalmente en Asia), ITUs, meningitis y neumonia asociada a la
comunidad pero son mas susceptibles a la accion de los antibidticos (84,116,117). K. pneumoniae es
una de las causas principales de IAAS con un 11.8%, pueden ocurrir en pacientes ventilados o no
ventilados y causa hasta el 12% en neumonias asociadas al cuidado de la salud sin uso de ventilacion

(72).
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Un dato importante es la causa de infecciones en la comunidad por este patogeno que del 22 al 32%
de los casos requieren una admision en el area de cuidados intensivos, con rangos de mortalidad de
un 45% aun 72% (118). El alto riesgo de mortalidad en UCI se produce por los factores de riesgo que

presenta el paciente al ingreso y durante la estadia:

e > 65 afios

e Presentar una neoplasia

e Neumonia asociada al cuidado de la salud
e Requerir ventilacion mecéanica

e Requerir catéteres urinarios.

e Uso de antimicrobianos de espectro extendido (Cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,

tigeciclina y carbapenémicos) durante la estadia.

Pues lo que causa es una disbiosis entre la microbiota intestinal y un crecimiento del orden
clostridiales, enterobacterales, enterococos, estafilococos y candida, con una disminucion de
bacteroidales, fusobacteriales y verrucomicrobiales que tienen un rol de proteccion en la microbiota
(explicado mas adelante) y procesos invasivos o cirugias en pacientes que no eran portadores al inicio
de la estadia (118,119). Una estadia en UCI mayor a 3 semanas se observo que mas del 50% de
pacientes presentaban cepas resistentes y un factor clave para la aceleracion del riesgo fue la

administracion de antibiodticos, segun este estudio (118).

Las infecciones pulmonares causadas por Kpn incluyen neumonia nosocomial y asociada a ventilador
(NAV), neumonia adquirida en la comunidad (NAC), infeccion secundaria en pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), absceso pulmonar y empiema (82). La neumonia
asociada a ventilador causada por Klebsiella pneumoniae se encuentra entre un 9-12% de los

patdgenos aislados segtin un estudio realizado en Estados Unidos y 9 paises de Europa y el fenotipo
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de resistencia mas aislado en Kpn fue betalactamasas de espectro extendido (BLEE) con un 20% en
Estados Unidos y 35% en Europa (120). Es el tercer patogeno mas frecuente seguido de Pseudomonas
aeruginosas para producir neumonia asociada al cuidado de la salud y la clinica cursa con infiltrados
alveolares, fiebre, tos, incremento en la produccion de esputo y leucocitosis (120). En el absceso
pulmonar es poco comun que sea causado por Klebsiella pneumoniae, pero en un estudio retrospectivo
de 1995 a 2003 realizado en Taiwan encontrd que el 25% de los aislados eran Klebsiella pneumoniae

y se asocid mas a pacientes con diabetes mellitus (119).

La bacteriemia se define como la presencia de bacterias en el torrente sanguineo en pacientes con
signos y sintomas de infeccidn, los pacientes que presentan bacteriemia por Klebsiella pneumoniae
tienen una alta mortalidad del 16 al 40% (121). Existen factores de riesgo como trasplante de 6rganos,
enfermedad hepatica cronica, hemodidlisis, malignidad y sepsis que pueden aumentar esta mortalidad

y la infeccidn primaria que mas se asocia son las causadas en el tracto biliar o genitourinario (122).

Es frecuente que se aisle en infecciones del tracto genitourinario aunque menos frecuente que
Escherichia coli (123). En el &mbito hospitalario las infecciones del tracto urinario estan asociadas a
la utilizacion de catéteres (CAUTI, por sus siglas en inglés “catheter associated urinary tract infection)
y no asociada a estos (no CAUTI) (123). Un factor de riesgo que se ha asociado a la produccion de
CAUTI son los pacientes con diabetes mellitus y aquellos que tienen una estancia en UCI mas
prolongada se asociaron con una elevada mortalidad, asi como también aquellos con una duracién

prolongada de la utilizacion del catéter (121,122).

Un estudio retrospectivo, unicéntrico realizado en un hospital de tercer nivel en la ciudad de Cérdoba,
Argentina demostr6 que Klebsiella es el segundo patdogeno mas frecuente aislado en pacientes en UCI
con infecciones del tracto urinario sin catéter y con catéter siendo este ultimo mas alta la incidencia

(14% vs 25%) donde el 36,5% de Kpn fue productora de BLEE (124). También se observd una
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resistencia a imipenem en pacientes que habian tenido una estancia en UCI comparados con los

pacientes que habian estado en sala general (124).

Otra patologia que se asocia frecuentemente a Klebsiella pneumoniae es el absceso hepatico pidgeno,
a pesar de ser una entidad polimicrobiana subyacente con una patologia hepatobiliar o colangitis (125).
El cuadro clinico es fiebre y dolor abdominal asociado a sintomas comunes e inespecificos como
nauseas, vomito, anorexia, pérdida de peso y malestar (126). Los signos generalmente son
hepatomegalia, sensibilidad al rebote, dolor a la palpaciéon en cuadrante superior derecho o ictericia.
Algunos factores de riesgo son: presentar una enfermedad hepatobiliar pancredtica subyacente,
trasplante de higado, peritonitis, cancer colorrectal y el uso de inhibidores de las bombas de protones
y como se ha mencionado en patologias anteriores la diabetes mellitus (126). Es importante destacar
que esta patologia cuando es causada por Klebsiella pneumoniae se denomina, sindrome invasivo de
absceso hepatico causado por Klebsiella pneumoniae y se presenta con mayor frecuencia en Asia,
especialmente en Taiwdn y es adquirida cominmente en la comunidad por cepas de Klebsiella
pneumoniae hipervirulentas (hvKP), como lo muestra un estudio realizado en Taiwan donde una serie

de 248 pacientes con absceso hepatico pidgeno el 69% fue causado por Kpn (127).

Siguiendo con las infecciones abdominales, este patogeno también puede producir peritonitis
bacteriana espontdnea, definida como una infeccion del liquido ascitico dentro de la cavidad intra-
abdominal en ausencia de cualquier fuente de infeccién quirargicamente tratable y que ocurre casi
siempre en pacientes con cirrosis y ascitis (89). Mas del 60% son gramnegativos de la flora entérica,
siendo E. coli el mas comun (~70%), seguido de Klebsiella pneumoniae con una incidencia del 10%

(128).

En el sistema nervioso es comin que pueda causar meningitis o absceso cerebral en el ambito
hospitalario, segun un estudio realizado en Estados Unidos (n=151 casos) el 8,6% fueron causadas

por Klebsiella pneumoniae y la neurocirugia fue el factor de riesgo mas importante para la produccion
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de meningitis nosocomial (129). Pero es raro que esta se encuentre aislada en meningitis adquirida en
la comunidad y cuando esto ocurre se asocia con una complicacion metastasica de una infeccion
primaria de absceso hepatico, segiin un estudio realizado en Taiwéan y también se ha visto en adultos
mayores de forma espontanea o primaria que tienen un compromiso de su sistema inmune (129). Otras
infecciones que se puede aislar este patdgeno es endoftalmitis, absceso esplénico, absceso profundo
de cuello, fascitis necrotizante, infeccion espinal, artritis séptica, pericarditis purulenta, piomiositis y
aneurisma micdético. Todas estas se han asociado con mayor incidencia en paises asiaticos como

Taiwan y donde la prevalencia de cepas hvKP es mayor que en el resto del mundo (130).

Se ha visto que los pacientes ingresan a UCI como portadores de cepas con multiple resistencia, en
china un estudio realizado a 234 pacientes determind que el 15% presentaba esta resistencia el primer
dia del ingreso a UCI (12,72). Klebsiella pneumoniae es conocido como un colonizador asintomatico
de la piel, boca, tracto respiratorio e intestinal, se ha detectado en el 10% del proyecto del microbioma
humano de la boca y nariz y en un 3,8% de muestras de heces (2,74). Al ingreso de las unidades de
cuidados intensivos se ha aislado a estos pacientes portadores que tienen un riesgo mayor de
desarrollar infecciones por este patdégeno, en un estudio realizado (n=498) donde se tomaron muestras
de heces a pacientes al ingreso a UCI, el 10% (n=49) resultaron positivo para Klebsiella pneumoniae
siendo la infeccion mds frecuente neumonia (2). De este grupo el 16% (n=8) desarrollaron una
infeccion con una incidencia mas elevada de que esta infeccion se asociara con Kpn MDR (n= 5) en

comparacion con el 3% (n=12) del grupo que no portaban la bacteria al momento del ingreso (2).

Se encontrd que Klebsiella spp. OXA-48 pueden persistir en el ambito hospitalario hasta 20 meses,
en comparacion con A. baumannii que solo son 4 meses o C. difficile que tiene un maximo de tiempo

de 5 meses (131).
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7.8 Epidemiologia de Klebsiella pneumoniae

La incidencia de Klebsiella pneumoniae ha ido en aumento en las tltimas dos décadas directamente
proporcional con su capacidad de generar resistencia a farmacos (75) Hablando de Klebsiella
productora de carbapenemasas, de las 4 clases de betalactamasas propuestas por Ambler (A-D) la
clase A con la enzima KPC, dependiente de serina, es la mas frecuentemente asociada con K.
pneumoniae, siendo KPC-2 y KPC-3 las que se han diseminado por todo el mundo (Fig. 2) que s6lo
son susceptibles a pocos farmacos como colistina, tigeciclina y aminoglucosidos (93). De la clase B,
las cuales son betalactamasas dependientes de la unién de uno o dos iones de Zinc (metal) para
producir su accion, la mas relevante clinicamente y de reciente aparicion, pues se aislo por primera
vez en 2008 en pacientes que regresaban de un viaje de la India a Suecia ha sido NDM (Nueva Delhi
Metalo betalactamasa) (93). Desde esta aparicion se ha esparcido por gran parte de los paises y se ha
aislado esporadicamente en paises como Colombia, Estados Unidos, Canada, Grecia, entre otros pero
su zona endémica sigue siendo India y Pakistan (Fig 2) (132). De la clase D, la mas frecuente aislada
en paises como Espafia, Francia, Egipto, Libia y Turquia es OXA-48 (Fig. 2) (93). Aunque no es muy
frecuente que se encuentre asociado betalactamasas de clase C a Klebsiella se ha reportado cuatro
enzimas (ACT-1, CMY-2, CMY-10, ADC-68). Estas son resistentes a penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas y no son susceptibles a inhibidores antiguos de betalactamasas (93). Se ha visto que
suelen estar asociadas con defectos en la permeabilidad de la membrana o aumento de las bombas de

exclusion para presentar resistencia a carbapenémicos (132).

En Bogota del 2010-2018 se ha visto que la resistencia de Kpn a ceftazidima se ha mantenido
constante, en cambio la resistencia a carbapenémicos ha comenzado a aumentar de manera
considerable tanto en UCI como en hospitalizacion general en adultos, segun el boletin No. 11 del
grupo GREBO. Fue la segunda bacteria mas aislada tanto en UCI como en hospitalizacion por debajo

de E. coli (133). En UCI el perfil de resistencia que se encontrd en mayor porcentaje fue la ampicilina
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sulbactam con un 40% de los aislados, seguida de un 32% de resistencia a ceftazidima y ceftriaxona.
La resistencia a carbapenémicos fue de alrededor del 17% en comparacion con el ano 2010 que se
habia encontrado en ~7% (133). Pone en clara evidencia el surgimiento de este tipo de resistencia en

unidad de cuidados intensivos.

Las KPC mas relevantes y con mayor patogenicidad son KPC-2 y KPC-3, distribuidas a nivel mundial
siendo mas frecuente la KPC-2 en Estados Unidos, Europa y China y la KPC-3 y KPC-2 en América
latina (111). Estas beta-lactamasas estan presentes en mas de 100 tipos de secuencia, pero se han
encontrado principalmente en ST258, ST11, ST15 que también se han distribuido de manera rapida y
exponencial. Aproximadamente el 70% de estas KPC se han identificado en ST258 que es el tipo de
secuencia mas predominante en estados unidos y el 90% de los aislados de Klebsiella pneumoniae en

Israel (84).

En china el que presenta mayor prevalencia es ST11 y en Latinoamérica es ST258, acompanado de
paises como Europa y medio oriente (11,12). Aunque en un estudio publicado en el 2018 que recopil6
133 aislados clinicos de 24 hospitales de 10 principales ciudades de Colombia de 2002-2014, se
encontro que solo el 43% de las muestras estudiadas pertenecian al CG258 y se asocié con KPC-3,

mientras que los no-CG258 se asociaron con KPC-2 (Fig. 3) (133).

Iustracion 2. Paises endémicos de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas.

KPC (rojo), NDM (azul), OXA-48 (verde) (93)
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El primer caso de K. pneumoniae que expresa carbapenemasas se identificd en Carolina del norte en
1996 y se denomind KPC (72). Desde este primer reporte, a la fecha, se han identificado aislados
productores de KPC en Europa, Asia, Medio Oriente, América Central y del Sur, Africa y Oceania
(72). En Latinoamérica la primera KPC fue aislada en la ciudad de Medellin, Colombia en el afio 2005
en dos hospitales donde se aislaron 2 pacientes con KPC-2 que se encontraba en un transposon
Tn4401b que estaba integrado a un plasmido IncF13, que ha sido el plasmido mas frecuentemente

reportado con el gen blakrc (134).

Sin embargo, suele verse en un mismo plasmido varios genes de resistencia asociados, en el caso de
Colombia KPC-2/VIM-24 (135). El primer paciente con KPC en Colombia presentd neumonia con
bacteriemia que lo llevo a la muerte y esta bacteria se aislo en sangre, liquido ascitico y cultivo de
orina (134). El segundo paciente cursaba con una infeccion de vias urinarias que resolvio con terapia

y la muestra donde se aisl6 la cepa fue de orina. Posterior a esto, en el 2008 en un paciente proveniente
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de Israel, en un hospital de Medellin se aislo el gen que codifica para KPC-3 en el transposon 7Tn4401a

en el grupo clonal CG258 (24).

Ilustracion 3. Representacion circular del arbol filogenético transformado (ignorando las
longitudes de las ramas) generado por RAXML y dibujado usando iTOL version 3.2.4, que
muestra las relaciones genéticas entre 133 aislamientos colombianos de Klebsiella pneumoniae.

(136)

blaypc

blagpe.o
. M“I\'H .3
. None

ST
B ccoss
. Non-CG258

Tomada de 2018, 217(1) Rojas L.J (136)

Este transposon 7n44(01a solo se ha encontrado en este y 2 pacientes mas provenientes de Israel, pues

en el estudio realizado por Rojas et. al. se informd que para el afio 2007, un afo antes, en la ciudad de
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Ibagué se presentd un paciente con K. pneumoniae que expresaba KPC-3 pero este gen estaba en el
transposon 7n4401b, que se asocié mas con la diseminacion de KPC-3 en Colombia (136). También
se observo que esta cepa que circulaba anteriormente en el pais manejaba mas cantidad de factores de
virulencia en donde se encontr6é Fimbria tipo III, mrk, yersiniabactina, irp, ybt, fyu'y colibactina (136).
Mientras que la cepa aislada en el israeli solo contenia el grupo de genes que codifica para la Fimbria
tipo I1I (136). Se ha pensado entonces con estos hallazgos que el origen de KPC-3 en Colombia puede
provenir de Nueva York, Estados Unidos ya que en el plasmido Incl2 donde estaba contenida es 98%
similar a los plasmidos circundantes en esa ciudad (136). La combinacion de estos dos mecanismos
(cepas de Israel y la cepa que circula en Colombia) puede provocar una “perfecta tormenta”, como lo
nombra el articulo, de una masiva epidemia de carbapenemasas producidas por bacterias

gramnegativas (136).

Ademas se ha encontrado KPC en bacterias diferentes a Kpn como en Salmonella typhi o
Pseudomonas aeruginosas (24,134). La primera bacteria donde se aisl6 KPC después de K.
pneumoniae fue en Pseudomonas aeruginosas en el 2009, contenida en el plasmido PCOL-1 muy
similar a IncP6, aislado en Kpn (137). Vale la pena destacar que la enzima KPC-2 es la que suele
transmitirse entre especies por elementos genéticos moviles (EGM) y transferencia horizontal y KPC-
3 se disemina por transferencia clonal, aislandose exclusivamente en Klebsiella pneumoniae, no se
conoce aun el mecanismo de este suceso (136). Aunque no ha sido la unica enzima aislada pues, desde
entonces han aparecido carbapenemasas adicionales como MLB, NDM-1, IMP, VIM en cepas de K.
pneumoniae (72). Las cepas HV de K. pneumoniae es raro que se encuentren asociado a resistencia,
pero presentan un mayor grado de virulencia, en Asia se encontr6 unas cepas hipervirulentas asociadas

a resistencia resultando en una tasa de mortalidad del 84% (138).

Hablando ahora de beta-lactamasas se sabe que las mas frecuentes que se aislan no solo en Klebsiella

pneumoniae son SHV y TEM y desde hace dos décadas ha aparecido CTX-M, hay que aclarar que K.
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pneumoniae presenta resistencia intrinseca a ampicilina pues lleva en su core genomico la beta-
lactamasa de clase A, SHV. La enzima que se ha encontrado con mayor frecuencia es CTX-M 15, en
un estudio realizado en un hospital de la India donde se aislé en un 92% de las cepas de Kpn y en otro
estudio de cohortes donde se analizaron muestras de Kpn en sala general se aislé en el 100% de las
muestras, las cuales son resistentes a ceftazidima y cefotaxima. Los tipos de secuencia mas asociados
fueron ST170 (26%), ST405 (26%) y ST392 (23%) en las muestras de infecciones adquiridas en el

hospital (139,140).

En el 2013 la CDC inform6 que las cepas productoras de BLEE causaron el 23% de TAAS por
Klebsiella pneumoniae, equivale a 17 000 infecciones y provocaron 1 100 muertes (141) En Colombia
mas del 71% de Klebsiella pneumonaie presenta mecanismo de resistencia tipo BLEE y en Europala
deteccion nosocomial de Kpn BLEE fue del 30%, dos veces mayor que las encontradas en E. coli
(142). Por otra parte, K. pneumoniae resistente a carbapenémicos, causd 11% de las TAAS, lo que
equivale a 7 900 infecciones y 520 muertes (141). Para el 2015 las muertes causadas por K.

pneumoniae'y E. coli se estimaron de 2 118 y 141 respectivamente en Estados Unidos y Europa (138).

7.9 Microbioma humano

El microbioma humano se refiere a la comunidad de microorganismos asociados a un hospedador, en
este caso humano, junto con sus elementos genéticos, metabolitos e interacciones que establecen en
el entorno que los rodea (epigenética) (143—145). Este término contiene al término microbiota, el cual
hace referencia al conjunto de microorganismos (incluyendo Bacteria, Archaea, Eukarya, hongos y
virus). que habitan en el cuerpo humano (145), los cuales son fundamentales para el funcionamiento
de varios 6rganos y pueden ser mutualistas, comensales o patogenos (144), se calcula que cada adulto
sano hospeda de 1.000.000 a 10.000.000 de genes microbianos y que el numero total de células

microbianas en el microbiota humano es hasta 10 veces mayor del nimero de células humanas (145).
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El microbioma varia de persona en persona y depende de factores como la edad, alimentacion, carga
genética, tipo de parto, trabajo, infecciones previas, medicamentos, contacto con otras personas,
cambios hormonales, etc., asi mismo varia de 6rgano en drgano, por lo que en nuestro cuerpo tenemos
diferentes tipos de microbioma de acuerdo con el 6rgano o sistema en que se encuentren. El
microbioma mas amplio es el del tracto gastrointestinal, pero también tenemos otros microbiomas en

tracto genitourinario, piel, sistema respiratorio, cavidad oral y nasofaringea (146).

Entre las principales funciones de la microbiota tenemos: Endocrinas, modificacion de la densidad
mineral Osea, sefializacion neuroldgica, maduracion del sistema inmune y regulacion de este en la
piel, sintesis de aminodcidos, inhibicién de patdgenos, sintesis de vitaminas (K, B12 y folato),
recirculacion y metabolismo de sales biliares y la modulacion de algunos farmacos, ademas de una

amplia cantidad de funciones en el tracto gastrointestinal (147).

El tracto gastrointestinal tiene una gran cantidad microorganismos que forman un complejo
ecosistema con variadas y multiples funciones. La diversidad de este microbioma depende de factores
como la dieta, medicamentos, ubicacidon geografica, edad, tipo de gestacion, tipo de alimentacion en

la infancia y estrés (metabodlico y/o psicolégico) (145)

La colonizacién y adquisicion de flora bacteriana comienza desde la etapa fetal en el ttero, estudios
recientes han mostrado la presencia de microorganismos en la placenta, cordén umbilical y liquido
amnidtico, responsables de las primeras colonizaciones en el ser humano. Asi mismo se ha encontrado
presencia de entre 1 a 5 microorganismos en el meconio, los cuales varian de acuerdo con la edad del
feto al momento del parto, entre los microorganismos aislados en el meconio se encontraron E. fecalis,

S. epidermidis y E. coli en mayor proporcion (148).

Al nacer, el feto recoge mas microorganismos, los cuales van a variar de acuerdo con el tipo de parto.

En el caso de parto vaginal, el feto puede adquirir diferentes tipos de microorganismos de acuerdo
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con la edad de la mama, la presencia o ausencia de patologias enddgenas genitales, el antecedente de
infecciones vaginales, etc. Los microorganismos mas frecuentes son: Lactobacillus spp,
Corynebacterium spp, Staphylococcus epidermidis y estreptococos (18,149), los cuales se albergan

en el tracto digestivo (150).

En la etapa de la lactancia el feto recoge microorganismos de 2 formas: La primera por el contacto
con la piel de la mama, y la segunda por transmision a través de la leche materna, la cual contiene mas
de 600 diferentes tipos de bacterias. Los microorganismos mas frecuentemente encontrados son los
miembros del género Bifidobacterium, que alcanzan hasta el 90% (150,151). y son las responsables
de aumentar la produccion de IgA, la cual se encuentra involucrada en la modulacion del sistema

inmune intestinal. En menor concentracion encontramos a los Lactobacillus (150).

En el caso de que el bebe sea alimentado con leche de féormula los microorganismos mayormente
encontrados son bacteroides, enterococos, coliformes y clostridios (152). Después de estas etapas la

microbiota intestinal va a cambiar de acuerdo con los factores ya vistos anteriormente.

El microbioma intestinal de un adulto contiene més de 1.000 especies de microorganismos (153), la
gran mayoria anaerobios. Existen 2 filotipos bacterianos predominantes: Firmicutes, que representan
entre el 10% y 25% (contienen a los Lactobacillus y Clostridiodes). y Bacteroidetes (contienen

Bacteroides y al Prevotella), que representan entre el 65% y 90% (154,155).

Entre los géneros bacterianos subdominantes encontramos las Enterobacterales (Escherichia,
Klebsiella, Proteus, etc.). con un 0,7% (156), y otros como Actinobacterias, Verrucomicrobias,
Fusobacterium, Proteobacterias, Cyanobacterias, Spirochaetes, hongos, arqueas, virus y demas

microorganismos (154,155).

El tracto gastrointestinal estd compuesto por 3 estructuras: Estomago, Intestino delgado (duodeno,

yeyuno ¢ ileon) y colon, cada una con microbiomas diferentes que varian de acuerdo con el pH,
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peristaltismo, propiedades de adhesion bacteriana, secrecion de mucina (contiene inmunoglobulinas
IgA), disponibilidad de nutrientes, dieta, antagonismo bacteriano, etc (155). De acuerdo con estos
factores, en el estomago y duodeno encontramos una poblacién pequefia de bacterias (10' a 10°
CFU/ml), debido al 4cido clorhidrico y a las sales biliares (155), entre las cuales estan: Lactobacillus

spp., Streptococcus spp.y la levadura (152).

Mas abajo en yeyuno e ileon, encontramos una densidad bacteriana de 10*y 107 CFU/ml (155), con
bacterias como: Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Bacteroides, Enterobacteriaceae,
Bifidobacterium spp. y Fusobacterium spp (152). Finalmente en colon la cantidad de bacterias llega a

10"y 10'2(155), con las siguiente poblacion bacteriana: B (152).
La microbiota del colon tiene 3 funciones principales:

1. Nutricion y metabolismo: Se realiza la fermentacion de sustratos no digeridos y del moco
enddgeno (producido por el epitelio intestinal), se produce vitamina K y B12, se absorbe
Calcio, Hierro y Magnesio, se fermentan los carbohidratos de la fibra para producir 3 acidos
grasos de cadena corta: Acetato para los miocitos, Butirato para los enterocitos y Propionato
para los hepatocitos, producidos principalmente por las Firmicutes (147,155,156). Ademas,
ayuda a la regulacion del almacenamiento de la grasa corporal y la lipogénesis (147)

2. Proteccion: Crea un efecto de barrera que impide la invasion de microorganismos patogenos
(156).

3. Efectos troficos: Ayuda al desarrollo del sistema inmune y actua sobre la proliferacion y

diferenciacion del epitelio intestinal (156).

La microbiota intestinal es parte fundamental de los estados de salud y enfermedad del portador, ella
contribuye al mantenimiento de la homeostasis intestinal gracias a la relacion simbiotica de esta con

el tracto gastrointestinal, por lo que una alteracion de ella ocasionada por alguno de los factores ya
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expuestos puede contribuir en la patogénesis de varias enfermedades (157,158). Tal es el caso de los

canceres del tracto gastrointestinal (esofago, gastrico, colorrectal, Hepatico y pancreatico) (157).

Metodologia
8.1 Tipo de estudio
Estudio transversal
8.2 Evento
Paciente de UCI con cultivo positivo en hisopado rectal para Klebsiella pneumoniae
8.3 Poblacion y seleccion de participantes

La poblacion de referencia estd constituida por los aislamientos obtenidos de los hisopados rectales
recolectados de los pacientes mayores de 18 afos admitidos en UCI de 2 hospitales de alta

complejidad de Colombia

8.4 Criterios de inclusion

e (ultivo positivo para Klebsiella pneumoniae en hisopados rectales.

8.5 Criterios de exclusion

e Cultivo positivo para bacterias diferentes a Klebsiella pneumoniae en hisopados rectales.

e Pacientes a quienes no se les haya realizado el hisopado rectal al ingreso a UCI.

8.6 Instituciones participantes
En el estudio participan dos hospitales de alta complejidad de Colombia

e Organizacion Clinica General del Norte - Barranquilla

e Hospital Universitario San Jorge de Pereira - Pereira
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A continuacion, se exponen las variables de estudio las cuales se tendran en cuenta en la seleccion

de los datos expuestos en los resultados.

Tabla 2. Variables del estudio

Variable

Definicion operativa

Tipo

Colonizacion por

Paciente quien ingresa a UCI y que al realizarle un

Cualitativa nominal

el paciente

Klebsiella pneumoniae | frotis rectal el cultivo microbiologico final sale
positivo o no para Klebsiella pneumoniae

Género Conjunto de comportamientos y valores asociados | Cualitativa nominal
de manera arbitraria, en funcion del sexo.

Edad Tiempo en afios transcurrido entre la fecha de Cuantitativa continua
nacimiento y la fecha de ingreso al estudio.

Procedencia Tipo de institucion o residencia de la cual proviene | Cualitativa nominal

Manejo antibidtico
profilactico

Terapia antibiotica profilactica administrada al
paciente

Cualitativa nominal

Dosis

Dosis antibidtica administrada al paciente por via
endovenosa.

Cualitativa nominal

Duracién de
tratamiento profilactico

Numero de dosis desde el inicio del esquema
antibiotico hasta su suspension.

Cuantitativa continua

Perfil de resistencia de
Klebsiella pneumoniae

De acuerdo con las MIC (CLSI), sensibilidad del
microorganismo aislado del paciente

Cualitativa nominal

Factores de riesgo para
MDRO

Presencia de algun factor que aumente el riesgo de
infeccion por gérmenes multidrogorresistentes.

Cualitativo nominal

8.8 Instrumentos o herramientas

Se realizd un hisopado rectal para la obtencion de las muestras clinicas, posteriormente para la

identificacion de los microorganismos presentes en las muestras se utilizé el medio CHROMagar

Orientation y SuperCarba (159,160). Para la extraccion del DNA se utilizé el kit QIAamp Stool DNA

Mini Kit (Qiagen). Para la secuenciacion de los fragmentos de DNA se utiliz6 la plataforma Illumina

(161).
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8.9 Procedimiento para la recoleccion de datos

El personal técnico de cada hospital recibioé un entrenamiento por parte del investigador principal y la

coordinacion clinica hospitalaria antes del inicio del estudio.

En ambas instituciones de Salud, la recoleccion de los datos y las muestras sera realizada por personal
técnico debidamente entrenado en un formato de recoleccion de datos con temporalidad prospectiva.
Una vez es ubicado el posible candidato en UCI, se procede a solicitar autorizacion al médico tratante
para contactar al paciente o a su acudiente legal. El personal invitard al paciente o a su acudiente legal
a participar del estudio y en caso de aceptar se procederd con la firma del consentimiento informado
y la inclusion del paciente en el estudio. Ya cuando el paciente es incluido en el estudio se procede
con el diligenciamiento del formato de recoleccion de datos y se pediré al personal encargado realizar
el hisopado rectal, de acuerdo a las normas de bioseguridad. Este es un procedimiento sencillo que no
representa riesgo alguno para la mucosa rectal del paciente y solo causara una leve incomodidad. La
muestra obtenida sera transportada en un medio de transporte AMIES a través del courier autorizado
(Fedex) a las instalaciones del Laboratorio UGRA de la Universidad El Bosque. En UGRA se
realizaran los procedimientos microbioldgicos por medio de medios cromogénicos (ChromAgar
Orientation y SuperCarba) para la deteccion de la resistencia a carbapenémicos (159,160). Luego, se
realizara la secuenciacién de genoma completo por la plataforma Illumina, donde se determinara el

resistoma, viruloma y el tipo de secuencia (ST).

8.10 Extraccion de ADN

Se realizard con un kit QIAamp Stool DNA Mini Kit (Qiagen), la verificacion de la calidad de la

muestra se realizara por absorbancia, fluorometria y electroforesis en gel de agarosa.
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8.11 Caracterizacion de Klebsiella pneumoniae MDR colonizantes

8.11.1 Secuenciacion y caracterizacion del genoma de Klebsiella pneumoniae

El ADN genomico se extrajo de los aislamientos bacterianos a partir de cultivos en caldo, utilizando
el kit comercial DNeasy (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante (overnight, extraccion
de ADN vy elucion ADNg), posteriormente se verificod la calidad del ADN obtenido, evaluando su
pureza, integridad y concentracion mediante el uso de electroforesis en gel de agarosa. Se prepararon
las librerias de secuenciacion gendémica utilizando el kit de preparacion de muestras de ADN
NexteraXT de Illumina, siguiendo los protocolos del fabricante. Las librerias obtenidas fueron
verificadas y normalizadas utilizando Qubit® 2.0 (invitrogen life technologies) y bioanalizador

Agilent 2100 (agilent technologies).

La secuenciacion del ADN se realiz6 utilizando la tecnologia Illumina empleando el secuenciador
MiSeq, esta tecnologia de secuenciacion es de las conocidas como de secuenciacion de proxima

generacion masiva (NGS) o por sus siglas en inglés “Next Generation Sequencing”.

Las muestras obtenidas se filtraron por calidad utilizando trimmomatic (162), usando valores por
defecto para secuenciacion Illumina. Posteriormente fueron utilizadas para realizar ensamblajes de
novo de los genomas de cada uno de los aislamientos utilizando el programa SPAdes (163). Los
genomas seran anotados utilizando RAST. La especie sera confirmada usando bases de datos de
referencia KmerFinder (164), StrainSeeker Species (165) y SpeciesFinder (166). Se realizara
tipificacion molecular de los aislamientos mediante la determinacion de su Multi Locus Sequence
Type (MLST) basados en los esquemas disponibles en la base de datos PubMLST

(https://pubmlst.org) utilizando las herramientas del Center for genomic Epidemiology

(http://www.genomicepidemiology.org/) (167). La deteccion de determinantes genéticos de

resistencia, mutaciones y virulencia se realizard mediante busquedas contra bases de datos de

referencia ResFinder (168) y Virulence Finder Database utilizando BLAST seleccionando los hits
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obtenidos de acuerdo con criterios en porcentaje de identidad (mayor a 95%) y cobertura (mayor a
80%) con las secuencias de referencia. Ademas, para conocer informaciéon mas organizada se utilizé
el programa Kleborate que permite extraer de manera rapida informacion del genotipo de Klebsiella

pneumoniae. https://www.nature.com/articles/s41467-021-24448-3

8.12 Consideraciones éticas

De acuerdo con la regulacion definida en la resolucion 8430 del ministerio de salud de Colombia en
el afio 1993, este estudio es clasificado de riesgo minimo ya que es un estudio prospectivo que emplea
el registro de datos a través de procedimientos comunes como son, la toma de cultivos microbiolégicos
frente a la sospecha clinica de infeccion, rastreos de pacientes colonizados por bacterias MDRO y
obtencion de informacion a través de la historia clinica y el reporte de los cultivos. Este estudio no
realizara ninguna intervencion o modificacion intencional de las variables biologicas, fisioldgicas o

psicosociales de la poblacion donde las muestras fueron tomadas.

Este estudio ya fue aprobado por el comité institucional de ética de la Universidad El Bosque y es

financiado por el Ministerio de Ciencias (Codigo 130880764152).

Todos los pacientes y/o acudientes legales estuvieron de acuerdo con el procedimiento y firmaron el

consentimiento informado.
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Analisis y resultados

9.1 Caracteristicas microbioldogicas en CHROMagar

Al realizar las siembras de las diferentes muestras (n=29) en CHROMagar Orientation se obtuvieron
a las 24 horas de incubacion colonias de mediano tamafio, de color azul en diferentes tonalidades,
algunas de ellas con consistencia viscosa, ademas se observaron colonias de tamafio mediano a grande,
de rosado oscuro a rosa mas claro y transparentes (169). Teniendo en cuenta que este medio es un
medio no selectivo para la identificacion de patdgenos, el crecimiento de colonias de color azul puede
ser del grupo Klebsiella- Enterobacter - Serratia (KES) (ref). Luego de tomar las colonias se realizo
un nuevo proceso de sembrado en el medio cromogenico CHROMagar SuperCarba, el cual es un
medio para la identificacion de enterobacterales resistentes a carbapenémicos. A las 24 horas de
incubacion a una temperatura de 37,5°C se obtuvieron colonias de tamafio mediano de coloracion azul

metalico (160).
9.2 Secuenciacion de genoma completo (WGS) de Klebsiella pneumoniae

Por medio de WGS se obtuvo la confirmacion de género y especie, encontrando que 19 aislamientos
(65,51%) correspondieron a Klebsiella pneumoniae, 4 aislamientos (13,79%) a Klebsiella variicola,
3 aislamientos (10,34%) correspondieron a Klebsiella quasipneumoniae, 1 aislamiento (3,44%)
correspondid a Enterobacter cloacae, 1 aislamiento (3,44%) correspondié a Enterobacter asburiae y

1 aislamiento (3,44%) correspondid a Enterobacter hormaechei.

La presencia de estos Enterobacter puede deberse principalmente a 2 motivos, uno de ellos es la
posible contaminacion de la muestra y el otro es la presencia de perfiles plasmidicos similares entre
estas cepas, otra explicacion es que al momento de la recoleccion de los cultivos en los medios
chromogenicos al no ser selectivo de Klebsiella se haya tomado una de color azul metalico que no

correspondiera a Klebsiella spp. y fuera Enterobacter spp. (159,170).
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Tabla 3. Deteccion de género y especie por WGS.

Especie Cantidad
Klebsiella pneumoniae 19

Klebsiella variicola subsp. variicola

Enterobacter cloacae

4
Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae 3
1
Enterobacter asburiae 1

1

Enterobacter hormaechei

Total general 29

Como se ve en la grafica 1, se observé el tamafio total del genoma de todos los aislamientos,
encontrando que el tamafio de los correspondientes a Klebsiella pneumoniae fue cercano a la mediana
que arroja NCBI, que corresponde a 5.59628 Mb (132), con una media de 5.77120 Mb.

Como se ve en la grafica 1, se observd el tamafio total del genoma de todos los aislamientos,

encontrando que el tamafio de los correspondientes a Klebsiella pneumoniae fue cercano a la mediana

que arroja NCBI, que corresponde a 5.59628 Mb (132), con una media de 5.77120 Mb.
Como se ve en la grafica 1, se observd el tamafio total del genoma de todos los aislamientos,
encontrando que el tamafio de los correspondientes a Klebsiella pneumoniae fue cercano a la mediana

que arroja NCBI, que corresponde a 5.59628 Mb (132), con una media de 5.77120 Mb.

Grafica 1. Tamafio genoma aislamientos
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De este modo para el andlisis final, solo se tuvieron en cuenta las cepas de Klebsiella pneumoniae,

por lo que se tom6 analiz6 un total de 19 (65,51%) muestras.

9.3 Resistoma de aislamientos de Klebsiella pneumoniae colonizantes de pacientes de UCI

Se realiz6 la busqueda de genes de resistencia en los genomas de K. pneumoniae donde se incluyen
BLEE, carbapenemasas y carbapenemasas asociadas a resistencia a colistina. Con la ayuda de
kleborate se decide dar un puntaje a los factores de resistencia presentes en el genoma donde los mas
relevantes y la combinacion de ellos daran diferentes puntajes, se entiende que un mayor puntaje arroja

una resistencia mas elevada para la cepa en estudio (ver puntaje en tabla 4).

Tabla 4. Puntaje de resistencia

1 BLEE

2 Carbapenemasas

3 Carbapenemasas y gen asociado con resistencia a colistina
0 Otra

Tomado de 2021, 12(1) Lam M A genomic surveillance framework and genotyping tool for Klebsiella pneumoniae and its related species complex

Como se mencion6 anteriormente, Klebsiella pneumoniae presenta resistencia intrinseca a penicilinas
ya que produce cromosdémicamente la enzima SHV (172), en nuestra investigacion se encontrd que
de los 19 aislamientos recuperados 18 de ellos presentan genes cromosomales de betalactamasas, cuya
frecuencia se expone en la grafica 3, es importante mencionar que la mas frecuente fue SHV-1 (27%,
n:5) la cual es una de las enzimas més conservadas cromosdmica y constitutivamente en Klebsiella

pneumoniae (172,173).
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Grafica 2. Presencia de genes intrinsecos codificantes de betalactamasas
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Con respecto a las demas betalactamasas como vemos en la Gréfica 3, se encuentran presentes en el
36,84% de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae, de los cuales de acuerdo a la clasificacion
Ambler: De la clase D, encontramos a OXA4-1 (n:2) quien confiere resistencia a ampicilina y cefalotina
(174), de la clase A encontramos a TEM-ID (n:4) la cual es la betalactamasa més frecuentemente
encontrada en Gram negativos y confiere resistencia principalmente a ampicilina y penicilina (175),
asi mismo de la clase A encontramos las carbapenemasas en 3 aislamientos de los cuales KPC-2 se
encontrd en un 33,3% (n:1) y KPC-3 en un 66,6% (n:2), de la clase C encontramos a CMH-1 (n:1),
ACT-3 (AmpC type B-lactamase) (n:1) y ACT-28 (n:1), las cuales son cefalosporinasas no inhibibles

por clavulanato (176).

Grifica 3. Presencia de genes adquiridos codificantes de betalactamasas y carbapenemasas.
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Se observa que el 21,05% (n:4) de los aislamientos posee genes de resistencia a aminoglucésidos entre
los que encontramos los genes aac(3)-1la, aac(6')-1b-cr aadA2, aadA, strA, strB, en donde los genes
strd y strB, se encontraron en el 100% de aislamientos portantes de genes de resistencia para este
grupo antibiotico. La presencia de genes de resistencia a fosfomicina se encontrd en el 21,05% (n:4)
de los aislamientos, entre los que encontramos los genes fosA: fosA3, fosA7 y en mayor proporcion
fosA2 (50%). Los genes de resistencia a fluoroquinolonas se encuentran en el 21.05% (n:4) de los
aislamientos, en donde el gen gnrBl se encontrd en 2 aislamientos, otros genes de resistencia a
fluoroquinolonas que encontramos son: gnrB19 y gnrEl. Con respecto al grupo antibiético MLSg
(macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B) solo se presentd un gen de resistencia: mphA, en 2
aislamientos. Los genes de resistencia a fenicoles se encuentran presentes en el 26,31% (n:5) de los
aislamientos, de los cuales el gen catAl representa el 40% y los genes floR, catB3, catB4 un 20%,
respectivamente. El gen de resistencia a rifampicina arr-3 se encuentra presente en tan solo en 1
aislamiento de Klebsiella pneumoniae correspondiendo con un 5.26%. Los genes de resistencia a
sulfonamidas se encuentran en el 15,78% de los aislamientos, entre los que encontramos los genes
sul-1 (40%) y sul-2 (60%). La presencia de genes de resistencia a tetraciclinas se encuentra en el

42,10% de los aislamientos, el gen mayormente expresado es tet(4) con un 55,5% (n:5), seguido de
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tet(D) con un 45,5% (n:4). Finalmente, los genes de resistencia a Trimetoprim se encuentran tan solo

en 2 aislamientos, en donde los genes que encontramos son: dfrA12 (n:2) y dfrA14 (n:1).

Grafica 4. Presencia de genes de resistencia y virulencia por aislamiento de Klebsiella
pneumoniae
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Grafica 5. Puntaje de virulencia y resistencia en los diferentes tipos de secuencia (ST) en
Klebsiella pneumoniae
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De las 19 especies de K. pneumoniae, 12 de ellas tuvieron >1 punto en virulencia o resistencia. 6 cepas
presentaron un puntaje >1 en virulencia y 6 en resistencia, dentro de estos un nuevo ST presento un

puntaje de virulencia. Ninglin ST tuvo puntaje de resistencia y virulencia.

9.4 Viruloma de aislamientos de Klebsiella pneumoniae colonizantes de pacientes de UCI

Se realiz6 la busqueda de genes de virulencia en los genomas de K. pneumoniae donde se incluyen
los sider6foros y los reguladores del fenotipo mucoide (rmpACD, rmpA). Con la ayuda de kleborate
se decide dar un puntaje a los factores de virulencia presentes en el genoma donde los mas relevantes
y la combinacion de ellos daran diferentes puntajes, se entiende que un mayor puntaje arroja una
virulencia mas elevada para la cepa en estudio. En este puntaje no se tiene en cuenta Salmochelina ya
que su presencia esta muy asociada con los genes de aerobactina. Esta puntuacion lo que busca es

generar una jerarquia general de la virulencia (Margaret).

Tabla 5. Puntaje de factores de virulencia en Klebsiella pneumoniae

0 No presenta yersiniobactina, colibactina o aerobactina
1 Solo yersiniobactina

2 Yersiniobactina y colibactina o solo colibactina

3 Aerobactina sin yersiniabactina o colibactina

4 Aerobactina con yersiniobactina

5 Yersiniobactina, colibactina y aerobactina

Tomado de 2021, 12(1) Lam M A genomic surveillance framework and genotyping tool for Klebsiella pneumoniae and its related species complex

Se entiende que son tomados estos factores de virulencia encargados del trasporte de hierro por su
papel importante para el mantenimiento y supervivencia de la bacteria en el huésped. Realizando este
puntaje a los genomas secuenciados podriamos afirmar que 31,5% de las cepas presentaron 1 o mas
de 1 punto en el puntaje de virulencia, 2 de las muestras son las mas virulentas, una de ellas con un
puntaje de cuatro y 4 de ellas con un puntaje de uno. Los tipos de secuencias asociados a estas altas
virulencias fueron ST23, ST1799, ST881. Ademas, la cepa més virulenta (AOOO6RT-2a) presentd un

gen de rmpADC, el cual es uno de los genes implicados en la hipermucosidad e hipervirulencia de K.
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pneumoniae. Yersiniobactina fue el sider6foro con genes mas encontrados en las cepas que
presentaron genes de virulencia. No se encontraron genes de Colibactina en las cepas estudiadas (Ver

grafica 4).

9.5 Determinacion del tipo de secuencia (ST) por WGS

De las cepas secuenciadas se les realizo la busqueda de 7 genes conservados en la especie de K.
pneumoniae (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB, tonB). El tipo de secuencia (ST) estd dada por la
variacion alélica donde se encuentra cada uno de los 7 genes conservados. Se encontr6 que 2 (10,5%)
de las muestras recolectadas presentan una variacion alélica no documentada en bases de datos
actualmente por lo que son ST nuevos. Dos de las cepas presentaron ST231 (10,5%), 2 cepas ST423
(10,5%), 2 cepas ST6 (10,5%) y 2 cepas ST1082 (10,5%). Las 8 muestras restantes (47,36%)
presentaron tipos de secuencias diferentes (ST1401, ST1799, ST2671, ST29, ST42, ST616, ST835,

ST881), como se muestra en la grafica 5.

Grafica 6. Tipos de secuencias (ST) encontradas en Klebsiella pneumoniae por MLST
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9.6 Serotipificacion de Klebsiella pneumoniae

9.6.1 Serotipo O
En Klebsiella pneumoniae, se evidencido que mas del 50% de la especie tiene el serotipo O1 en su
LPS, el cual es uno de los mas frecuentes segun la literatura y el que mas hipermucosidad genera. Se

encontraron 2 cepas con antigeno O desconocido, ver grafica 7.
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Grafica 7. Serotipo O en Klebsiella pneumoniae.
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9.6.2 Serotipo K

Los resultados obtenidos por medio de kleborate fueron inconclusos, pues solo arrojo 2 serotipos K
del total de las muestras, el restante de ellas la fiabilidad del resultado es nula. Para dar un resultado
mas acertado hizo falta la identificacion de genes que no se encontraron en el genoma de las Klebsiella

pneumoniae.

A pesar de que no se pudo identificar claramente los serotipos K, se puede hacer una prediccion gracias
al alelo wzi, dando un porcentaje del 94% de fiabilidad. No se encontrd serotipo K1, el cual se ha
relacionado con el fenotipo hipervirulento de Kp y hubo 1 cepa que arrojé K2 que en conjunto con el
K1 son los mas estudiados y los serotipos mas virulentos. El wzi/(04 se encontrd relacionado con el
ST231y ST1082 y wzi7 se correlaciond con ST6. Otros serotipos encontrados con el alelo wzi fueron:

K7, K8, K54, K51, ver grafica 8.

Griéfica 8. Diversidad del gen wzi en Klebsiella pneumoniae
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Discusion

El estudio de aislamientos de Klebsiella pneumoniae por medio de herramientas como la
secuenciacion del genoma completo ha brindado la caracterizacion global donde estd incluido el
resistoma y el viruloma (177). En nuestro estudio se encontré que 36,8% de los aislamientos de
Klebsiella pneumoniae son multidrogorresistentes, cifra con tendencia al alza al compararla con otros
estudios que analizan la prevalencia de colonizacion de Klebsiella pneumoniae MDRO en tracto
gastrointestinal donde las cifras eran del 23% y del 20% para los afnos 2018 y 2016 respectivamente
(178,179). Estos datos nos muestran que la emergencia de KP-MDRO esta activa y es un gran
problema de salud publica por su asociacion a tasas de mortalidad mayores al 50% (180-182), y por
ser factor de riesgo significativo para desarrollar infeccion en UCI, ya que mas del 50% de las
infecciones que desarrollan estos pacientes se originan de su misma microbiota, la cual esta
determinada por factores como la estancia hospitalaria, el tratamiento antibiotico previo, la alteracion
de las barreras normales como la microflora gastrointestinal o la acidez gastrica, los cuales facilitan
el crecimiento excesivo de patogenos (178,179,183).

Al analizar la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos en nuestros aislamientos
encontramos que el 15,78% portaban genes de resistencia tipo KPC, de los cuales las variantes
identificadas fueron KPC-2 y KPC-3, resultado esperado basado en la epidemiologia de estudios

anteriores sobre colonizacion de CRKP en TGI realizados en otros paises como Estados unidos y
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China donde el KPC-3 y KPC-2 fueron los mas comunes respectivamente (178). Como bien se conoce
existe la teoria que postula que KPC-2 es el origen de las demas variantes genéticas de KPC lo cual
explica su alta prevalencia en todo el mundo y ya que KPC-3 solo difiere de esta por cambios en 4
posiciones de aminodcidos es de esperarse su alta prevalencia especialmente en Estados Unidos, Israel
y América Latina (184). En un estudio reciente global la determinacién de la presencia de
carbapenemasas en Enterobacterales, se encontrd que en Suramérica, portaban blakrc-2 en un 39% y
blakrc-3 en un 30% (27,29). En Colombia la resistencia a carbapenémicos por parte de Klebsiella
pneumoniae va en aumento, segun las cifras para el afio 2012 fue del 7% (185), y para el afio 2017
fue del 16,5% en pacientes de UCI (8), ultima cifra bastante cercana a la arrojada en nuestra

investigacion.

Con respecto a las carbapenemasas es muy importante mencionar que existe una diseminacion rapida
del gen blakrc, que puede estar favorecida por factores como la transmision horizontal de genes entre
microorganismos Gram negativos (184,186), factores que promueven la adquisicion del transposon
Tn4401, el cual ademas de transportar carbapenemasas transporta otros elementos de resistencia como
QnrA, QnrB y rmtB (181), lo cual conlleva a generar bacterias mas resistentes con opciones
terapéuticas limitadas. Todo lo anterior contribuye a los altos niveles de resistencia a carbapenémicos
en nuestro pais, los cuales resultan endémicos y son un evidente problema de salud publica en la
actualidad. Aunque la asociacion entre el transposon Tn4401 y el ST-258 es ampliamente conocida
(184,187), nuestros aislamientos presentaron tipos de secuencia muy variados y no se encontro

ninguno de este tipo, por lo cual no podemos hacer una asociacion clara entre estos dos.

Los determinantes de resistencia que tuvieron mayor prevalencia fueron los genes de resistencia a las

tetraciclinas fet(4) y tet(D), los cuales se encontraron en el 42,10% de los aislamientos, cifra baja
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comparada con la presencia de resistencia a otros antibidticos como los betalactaimicos. Este grupo de
antibiotico al ser el mas usado en la practica clinica, muchas veces de forma indiscriminada, ha
generado que la tasa de resistencia sea muy alta. Hecho que explica que uno de los grupos antibidticos
a los cuales se presentd mayor variedad y cantidad de genes de resistencia fuera a los betalactamicos.
En cuanto a los demads grupos de antibidticos, se encontraron genes de resistencia a rifampicinas (arr-
3) y macrolidos (mphA) que no representaron importancia ya que, no son utilizados en la practica
clinica para el tratamiento de estos microorganismos pero que les permiten ser multidrogorresistentes

y capaces de transferir estos genes de resistencia a otro grupo de microorganismos.

Por otro lado, los factores de virulencia encontrados en las muestras arrojaron que 3 de los
aislamientos de Klebsiella pneumoniae fueron mas virulentas con un puntaje de 4 puntos, tomando
este analisis de virulencia en cepas de K. pneumoniae de 2010 a 2020 muestra que ha habido un
aumento significativo, duplicando asi la media del puntaje y se ha visto un incremento significativo
de los genes iuc (aerobactina) iro (salmochelina), rmpADC y rmpA (185). La yersiniobactina en
nuestro estudio fue el factor de virulencia mas comtn con un 36,5% en K. pneumoniae, este en la
literatura también es el determinante de virulencia mas comun (20-50%) (187). La yersiniobactina en
un estudio realizado en 2018 fue un fuerte predictor de infecciones como abscesos hepaticos pidgenos
adquiridos en la comunidad en adultos previamente sanos con un OR 7,4 y un intervalo de confianza
(IC) del 95% (186). Otro estudio realizado en Brasil, donde se tomaron muestras de hisopados rectales
y aspirados traqueales se encontro que el 84% de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae mostraron
patrones de MDR y también se hallaron genes como ent B (enterobactina) en un 100%, yersiniobactina
en un 60% y aerobactina en un 40%. También se encontré que un 28% de los aislamientos carecian
del gen que codifica a la porina OmpK 36, que se ha asociado a un aumento de resistencia a

carbapenémicos. (roumanye) Una de las cepas presentd genes esenciales para la hipermucosidad
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(rmpADC) de Klebsiella pneumoniae, los cuales se han visto y estudiado con mayor frecuencia en
paises asiaticos como causantes de infecciones (190—-192), con una diseminacion rapida a otras partes
del mundo, esto gen se ha asociado a infecciones mas graves e invasivas en comparacion con cepas
que no presentan (187). En nuestro estudio esta presencia del gen hipermucoide se encontr6é en una
cepa con genes que codifican sider6foros, por lo que la probabilidad de produccion de una infeccion
grave adquirida en la comunidad es alta (186,187), esto demuestra que el acceso al hierro por parte de
la bacteria puede ser fundamental para causar enfermedades invasivas en pacientes
inmunologicamente comprometidos y no comprometidos (186).

El serotipo O1 fue el mas frecuenten en mas del 50% de las cepas, este es el mas prevalente y se ha
asociado a cepas hipervirulentas (81). La cepa con mas genes de virulencia asociados presento la
serotipificacion O1: K2, uno de los que se ha visto implicado en el desarrollo de sepsis, pero solo el
serotipo K es el encargado de inducir infecciones del sistema respiratorio puesto que este modula y
protege a la bacteria de la fagocitosis mediada por macrofagos alveolares (76,189).(189,190). No se
encontraron cepas extremadamente hipervirulentas y resistentes (XDR), las cuales son un problema
de salud publica que ha comenzado a surgir desde hace aproximadamente una década, (191) Hoy en
dia hay una discusion para definir una cepa como hipervirulenta (hvKp), normalmente se define por
sus caracteristicas fenotipicas de la prueba de la cuerda y la presencia de genes hipermucioides
(rmpADC y rmpA) pero se ha encontrado que la capacidad de K. pneumoniae de producir infeccion
disminuye sin la presencia de siderdforos, al igual que se debe tener en cuenta la interaccion del

patogeno con el huésped, como edad, comorbilidades, estado nutricional, entre otras (188).

La caracterizacion molecular de microorganismos resistentes a carbapenémicos como Klebsiella

pneumoniae, ayuda a fortalecer los programas de vigilancia en instituciones hospitalarias y en el pais,

asi como también realizar una vigilancia activa para la busqueda de pacientes colonizantes, los cuales
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son un foco de transmision y unos potenciales generadores de infecciones de dificil manejo (26). Todo
esto podria generar que, al momento del manejo empirico, se tuviera con mayor claridad posibles
patégenos y su perfil de resistencia, dando un tratamiento farmacoldgico mas adecuado, lo que
reduciria la mortalidad, la transmisién de estos genes de resistencia y virulencia entre paciente y
paciente, disminuir la estancia hospitalaria y con ello también la disminucion de costos con un impacto

economico claro (38,192).

Conclusiones

- Se obtuvo el 37% de miltidrogorresistencia en aislamientos de Klebsiella pneumoniae, con
la presencia de genes de resistencia a tetraciclinas en 100%.

- Se presento resistencia a carbapenémicos en el 16% de las cepas de Klebsiella pneumoniae,
con presencia de genes blakprc2 y blakprcs codificantes de carbapenemasas.

- Se presentd diversidad de tipos de secuencia entre los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae, lo cual no permitio hacer ninguna correlacion clonal.

- EI ST231 fue encontrado en dos aislamientos que presentaron variedad de genes de
resistencia como strB, strA, gnrB1, mphA, sull, sul2, tet(A), dfrA12, CTX-M-15, OXA4-1,
TEM-1D, el cual es epidémico en otras partes del mundo.

- Se encontraron Beta-Lactamasas como TEM-1D y OXA-1, las cuales representan
resistencia a antibioticos como Piperacilina-Tazobactam, importante en el tratamiento de
infecciones por este tipo de microrganismos.

- Los factores de virulencia se evidenciaron en un 36,5% de las cepas con presencia de genes

que codifican yersiniobactina y aerobactina.
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- Dos aislamientos presentaron un score de virulencia de 3 puntos, lo cual representan las
caracteristicas de ser mas virulentas que las demds y que representaria infecciones mas
severas y dificiles en su manejo.

- Unade las cepas presento el gen rmpADC, gen esencial en la hipermucosidad de K/ebsiella
pneumoniae ¢l cual un indicador de severidad.

- Estos hallazgos permitiran tener impacto en la reduccion de la mortalidad, evitar o
disminuir la trasmision de estos genes de resistencia y virulencia entre paciente y paciente,
junto con la disminucion de la estancia hospitalaria y con ello también la disminucion de

costos con un impacto econdmico mas claro.

Glosario
Antibidtico: Sustancia que inhibe el crecimiento o la reproduccion de bacterias (197).

Bacterias: Microorganismo unicelular sin nucleo diferenciado, algunas de cuyas especies

descomponen la materia organica, mientras que otras producen enfermedades. (200)

Bacteriemia: Se define como la presencia de bacterias en el torrente sanguineo en pacientes con

signos y sintomas de infeccion (121)

Colonizacion: Accion por la cual los microorganismos se asientan establemente en un nuevo nicho

biologico.

Complejo clonal (CC): Se define como una divergencia de nucledtidos en el nucleo gendmico de

aproximadamente 0,5% entre los diferentes linajes de especies (84)
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Disbiosis: Cambios en la composicion cuantitativa y cualitativa de MICROBIOTA. Los cambios
pueden conducir a una interaccion microbiana del huésped alterada o un desequilibrio homeostatico

que puede contribuir a un estado de enfermedad a menudo con inflamacion (202).

Enterobacterales: Grupo diverso de bacterias Gramnegativas, anaerobias facultativas, no formadoras

de esporas dentro de la clase Gamma proteobacterias (199)

Infecciones asociadas a la atencién en salud: Infecciones que ocurren después del ingreso del
hospital y que no estaba en el momento del ingreso del paciente o las causadas 48 horas después del
ingreso y hasta 30 dias después de su salida hospitalaria, antes conocida como “infecciones

nosocomiales” (28).

Infeccion: Invasion del organismo huésped por microorganismos o sus toxinas o por parasitos que

pueden provocar patologias o enfermedades (201).

Klebsiella pneumoniae: Bacteria Gramnegativa, oportunista que se asocia a infecciones en seres

humanos.

Linaje: La historia del desarrollo de tipos celulares diferenciados especificos seglin se remonta a las

células madre originales en el embrion (201).

MDRO: Organismos multidrogorresistentes, se define como un organismo que presenta resistencia a

tres o mas grupos de resistencia. (2)

Microbioma: Comunidad de microorganismos asociados a un hospedador junto con sus elementos

genéticos, metabolitos e interacciones que se establecen en el entorno que los rodea. (143)
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Microbiota: Conjunto de microorganismos (Bacterias, Archaea, Eukarya, hongos y virus) que habitan

en el cuerpo humano. (145)
Patogeno: Que causa o produce enfermedad (203).

Plasmido: Moléculas de ADN extra cromosdmicas, generalmente circulares, que son auto replicantes
y transferibles de un organismo a otro. Se encuentran en una variedad de especies de bacterias,

arqueas, hongos, algas y plantas. Se utilizan en ingenieria genética como vectores de clonacion (208).

Resistencia: La capacidad de las bacterias para resistir o volverse tolerantes a agentes
quimioterapéuticos, agentes antimicrobianos o antibioticos. Esta resistencia puede adquirirse

mediante mutacion genética o ADN extrafio en plasmidos transmisibles (202).

Resistencia a betalactamicos: No susceptibilidad de las bacterias a la accion de los antibioticos
betalactdmicos. Los mecanismos responsables de la resistencia a los betalactdmicos pueden ser la
degradacion de los antibioticos por las beta-lactamasas, la falta de penetracion de los antibioticos o la

union de los antibiodticos a los objetivos de baja afinidad (202)

Resistencia bacteriana: proceso que se define como la capacidad de una bacteria para sobrevivir en

concentraciones de antibidtico que realizan la accion de inhibir o matar. (1)

Sideroforo: Compuestos de bajo peso molecular producidos por microorganismos que ayudan en el

transporte y secuestro de hierro férrico (200).

Unidad de cuidados intensivos (UCI): Son servicios dentro del marco institucional hospitalario que
poseen una estructura disefiada para mantener las funciones vitales de pacientes en riesgo de perder

la vida, creadas con la finalidad de recuperacion (207).

Virulencia: El grado de patogenicidad dentro de un grupo o especie de microorganismos o virus
segun lo indicado por las tasas de letalidad y / o la capacidad del organismo para invadir los tejidos

del huésped (201).
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