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INTRODUCCION

1.1 Género Klebsiella

El género Klebsiella fue descrito por Trevisan en 1885 y fue nombrado en honor al
microbidlogo aleman Edwin Klebs; asi mismo, en 1887 descubrié la especie de
Klebsiella pneumoniae. El género Klebsiella se encuentra distribuido en la naturaleza:
como en el agua, suelo, plantas y en desaglies de aguas negras. Se considera que la
colonizacion en los humanos proviene de algunas de estas diversas fuentes (Matsen,
1974).

Los microorganismos del género Klebsiella son bacilos Gram-negativos inméviles que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. ElI género Klebsiella esta formado por
varias especies, entre las que se encuentran Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella variicola, Klebsiella variicola subsp. tropica, Klebsiella quasipneumoniae
subsp. quasipneumoniae y Klebsiella quasipneumoniae subsp. Similipneumoniae,
Klebsiella quasivariicola y Klebsiella africana. La capa mas externa de Klebsiella spp.
estd formada por una gran capsula de polisacaridos que diferencia a estos

microorganismos de otros géneros de esta familia.

Las cepas del este género se han descrito con mayor frecuencia asociadas a
septicemias, neumonias y en infecciones urinarias intrahospitalarias. Colonizan las
mucosas de los mamiferos y en los humanos se encentran en los epitelios de la nariz,
faringe y en el tracto intestinal (brisse y Verhoef, 2001). Igualmente, se les ha asociado
con mastitis en bovinos, con rinitis cronica atréfica, diarreas hemorragicas y con

infecciones fatales (Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010).

1.2 Fenotipos de Klebsiella pneumoniae

La clasificacibn de K. pneumoniae se encuentra dividida en dos fenotipos las
denominadas clasicas e hipervirulentas (hv). Sus diferencias radican principalmente de
acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas que incluyen resistencia a

antibioticos, el un numero de factores de virulencia y la produccion de
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hipermucoviscosidad. El fenotipo de K. pneumoniae clasico presenta multirresistencia a
antibiéticos entre ellos la familia de los B-lactamicos, no produce hipermucoviscosidad y
presenta un menor numero de factores de virulencia. Por otra parte, el fenotipo de K.
pneumoniae hipervirulenta (Kpn-hv) presenta el fenotipo hipermucoviscoso (hmv), es
sensible a la mayoria de los antibi6ticos, y contiene un mayor nimero de factores de
virulencia. Estas caracteristicas influyen directamente en su tipo de infecciéon y en el
rango de personas susceptibles a adquirirla. Las principales diferencias entre los

fenotipos de K. pneumoniae se observan en la Tabla 1 (Paczosa y Mecsas, 2016).

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas clésicas e hipervirulentas de Klebsiella pneumoniae (Paczosa y Mecsas,
2016)..

Caracteristica (s) para el tipo de cepa

Parametro Clasico Hipervirulenta

Tipos mas comunes Absceso hepatico pidgeno; bacteriemia; pulmon,

de infeccion Neumonia, infeccion urinaria, bacteremia cuello v abscesos renales; neumonia; celulitis;
La fascitis necrotizante; miositis, meningitis;
endoftalmitis

Poblacion susceptible (s) Inmunodeprimidos (diabéticos, pacientes Diabéticos, personas sanas.

con tumores malignos)
Tipo (s) de la capsula Capsula serotipos K1-K78 Hipercapsula serotipo K1 (93%) 0 K2

Enterobactina (100), yersiniabactina (90),

Sideroforos (Y% de las cepas Enterobactina (100), yersimabactina (17-46), salmochelina (=90), aerobactina (93-100)
expresando sideroforo) salmochelina (2-4), aerobactina (6)
La concentracion geografica En todo el mundo Principalmente Taiwan v el sudeste de Asia

Infeccion adquirida principalmente

por tipo nosocomial adquirida en la comunidad
Frecuencia de los informes de Frecuente (BLEE y productor Infrecuente
Resistencia antibidtica de carbapenemasas)

Las cepas de producen una hipercapsula, que amplifica la produccion de material
capsular, dando como resultado una capsula relativamente mas grande, y son
predominantemente del serotipo K1, mientras que las cepas restantes son del serotipo
K2. El LPS, una parte integral de la membrana externa es producido por las cepas
clasicas y de K. pneumoniae hv. Ambos tipos de K. pneumoniae crean estructuras
adhesivas unidas a la membrana, fimbrias de tipo 1 y tipo 3, y segregan sideréforos

captadores de hierro. De los sideroforos, la enterobactina se produce en casi todas las
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cepas, y la yersiniabactina se produce en aproximadamente la mitad de las cepas
clasicas y casi todas las cepas hv. Salmochelina y aerobactina rara vez son producidas
por cepas clasicas, pero tipicamente son secretadas por cepas hv, siendo la
aerobactina el mas altamente expresado de los sideroforos.

Hay cuatro factores de virulencia bien caracterizados para K. pneumoniae patdégenos:
capsula, LPS, fimbrias (tipo 1 y tipo 3) y sideréforos. La capsula es una matriz
extracelular de polisacaridos que envuelve a las bacterias. Las cepas clasicas de K.
pneumoniae producen una capsula que puede ser de cualquiera de los serotipos K1 a
K78; K1 y K2 estan asociados con una mayor patogenicidad (Paczosa y Mecsas, 2016).

1.3 Caracteristicas de K. pneumoniae clasica e hipervirulenta

K. pneumoniae emplea muchas estrategias para crecer y protegerse de la respuesta
inmune del huésped. Hasta la fecha, hay cuatro clases principales de factores de
virulencia que han sido bien caracterizados en K. pneumoniae. Estos factores de
virulencia consisten en: i) capsula e hipercapsula, ii) sideréforos, iii) lipopolisacaridos

(LPS) y iv) fimbrias, también conocido como pili (Figura 1) (Paczosa y Mecsas, 2016).

Type 3 fimbriae

Siderophores:
Enterobactin * Fe3* Capsule (K1-K78) Type 1 fimbriae
Yersiniabactin ®Fe3* S / LPS

Classical Kp

HypervirulentKp “ 8

Siderophores:
Enterobactin # Fe3*

' " LPS

Hypercapsule

Yersiniabactin @ Fe3* (K1 &K2) Type 1 fimbriae
Salmochelin A Fe3* _
Aerobactin ® Fe3* Type 3 fimbriae
Figura. 1 Capsula y factores

de virulencia . Se muestran cuatro factores de virulencia bien caracterizados en cepas de K. pneumoniae (Kp)
clasicas e hipervirulentas (Paczosa y Mecsas, 2016).




1.4 Capsula e hipercapsula

La capsula, una matriz de polisacaridos que cubre la célula, es necesaria para la
virulencia de K. pneumoniae y es posiblemente el factor de virulencia méas estudiado de
K. pneumoniae (Figura 2). Las cepas de K. pneumoniae acapsulares son
dramaticamente menos virulentas que las cepas encapsuladas isogénicas en modelos
de ratén, basado en el decremento de bacterias en los pulmones, menores tasas de
mortalidad del raton y una incapacidad de las bacterias para diseminarse

sistémicamente.

—l Phagocytosis@
Capsule

Antimicrobial peptides
—l (ex. human B-defensins,
lactoferrin)
Complement mediated
I lysis and opsonization

Inflammatory response
l ($ROS, IL-8, IL-6, TNFa)

Figura 2. Papel de la capsula en virulencia de K. pneumoniae (Paczosa y Mecsas, 2016).

Un numero de diferentes funciones para la capsula se han delineado para K.
pneumoniae virulencia. En primer lugar, capsula impide la fagocitosis y la
opsonofagocitosis de las bacterias por las células inmune. En segundo lugar, que
dificulta la accion bactericida de péptidos antimicrobianos tales como defensinas beta
humano 1 a 3 y lactoferrina por unién a estas moléculas distales de la membrana
externa. En tercer lugar, bloques de componentes del complemento, tales como C3, de
la interaccion con la membrana, evitando asi la lisis y la opsonizacion mediada por el
complemento. Por dltimo, se evita la activacion fulminante de la respuesta inmune, tal

como se mide por la disminucion de especies reactivas del oxigeno (ROS), IL-8, IL-6.

Por otra parte las cepas de K. pneumoniae con hipercipsula o con fenotipo
hipermucoviscoso que consiste en un recubrimiento bacteriano de exopolisacarido

mucoviscoso que es mas robusto que el de la capsula tipica (Figura 1). Esta
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hipercapsula puede contribuir significativamente a la patogenicidad de K. pneumoniae
hv. Tanto la capsula clasica como la hipercapsula de hv estan constituidas por
polisacaridos capsulares especificos de la cepa denominados antigenos K
(denominados, K1 y K2, hasta K78). Los genes necesarios para la produccién de
capsulas tanto en las cepas clasicas como en las de K. pneumoniae hv se localizan en
un operon cromosomico.

El fenotipo de K. pneumoniae hipervirulenta con fenotipo hipermucoviscoso fue
identificado en Taiwan, observdndose la caracteristica de hmv en cepas que causan
infecciones invasivas. Los genes responsables son denominados “genes reguladores
del fenotipo mucoide”, rmpA y rmpA2, los cuales se presenta tanto a nivel cromosomal
y/o plasmidico. Estos activadores transcripcionales activan la biosintesis de la capsula,
sobre-expresando el cluster cps al unirse al promotor. La caracteristica de la hmv es
proporcionar una mayor resistencia a la fagocitosis y a la opsonizacién por macréfagos,
neutrofilos, células epiteliales por el bloqueo de unién. Para identificar cepas de K.
pneumonaie hv se ha propuesto la prueba de “string test”, donde se puede observar

mediante una haza un hilo que se forma (Figura 3) (Shon, Bajwa, y Russo, 2013).

Figura 3. Fenotipo hipermucoviscoso. Colonias de K. pneumoniae hipermucoviscosa en donde se observa el
filamento caracteristico de la hipermucoviscosidad. (Shon, Bajwa, y Russo, 2013).

1.5 Sideré6foros

El hierro es necesario por K. pneumoniae para prosperar durante la infeccion, este

metal no esta disponible en el huésped durante la misma, principalmente debido a que,
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como parte de la respuesta inmune no especifica, el huésped lo secuestra para
restringir el crecimiento de posibles patégenos. Normalmente, hay poco hierro libre en
el plasma del hospedero ya que esta vinculado a moléculas de transporte de hierro
tales como la transferrina. Huéspedes mamiferos pueden reducir ain mas los niveles
de hierro tras la infeccion bacteriana por la union de hierro a lactoferrina, que es una
proteina de defensa innata presente en los fluidos corporales. Por lo tanto, K.
pneumoniae, como muchos otros patdogenos bacterianos, debe emplear tacticas para
adquirir hierro desde con el fin de sobrevivir y propagarse durante la infeccion del
mamifero.

La tactica predominante utilizada por muchos patdgenos, incluyendo K. pneumoniae,
para adquirir hierro es a través de la secrecién de proteinas denominadas “sideroforos”,
las cuales, son moléculas que poseen una mayor afinidad por el hierro que proteinas de
transporte del huésped. Los siderd6foros pueden robar hierro a partir de proteinas
guelantes del hierro del huésped o buscarlo desde el medio ambiente. Cepas de K.
pneumoniae codifican varios siderdforos, y la expresion y la contribucion de cada
sideroforo a la virulencia es variable. La produccion de mas de un sideréforo por K.
pneumoniae puede ser una manera de optimizar la colonizacion exitosa de diferentes
tejidos y/o evitar la neutralizacién de uno sideroforo por el huésped. Los sideroforos que
se expresan K. pneumoniae son: aerobactina (iucA), enterobactina (entB),
yersiniabactina (ybtS) y salmochelina (iroA). La afinidad de estos siderdforos para el
hierro varia de aerobactina con el mas alto a enterobactina con el mas bajo (Paczosa y
Mecsas, 2016).

1.5.1 Aerobactina (iucA)

Aerobactina es un siderdforo de tipo hidroxamato. Rara vez se expresa en aislados
clasicos de K. pneumoniae, se encuentra en solo el 6% de las cepas clasicas, sin
embargo, esta presente en el 93 al 100% de cepas de K. pneumoniae hipervirulentas.
La presencia de aerobactina siempre se asocia con una hipercapsula, aunque no todas

las cepas con hipercapsula poseen este sideréforo (Paczosa y Mecsas, 2016).




1.5.2 Enterobactina (entB)

La expresion de enterobactina es casi omnipresente entre ambas cepas clasicas y K.
pneumoniae hv, por lo tanto, se considera que es el sistema primario de captacién de
hierro utilizado por K. pneumoniae. En K. pneumoniae, los genes que son necesarios
para la biosintesis enterobactina se localizan en el cromosoma y esta conformado por
los genes entABCDEF, mientras que el grupo de genes fepABCDG codifica las
proteinas que median en su transporte. Es importante destacar que, mientras que la
expresion fepA ha demostrado ser aumentada durante la infeccion K. pneumoniae, lo
gue sugiere una regulacion de la funcionalidad enterobactina, asi mismo, enterobactina
se neutraliza por la molécula lipocalina-2 secretada por el huésped. Lipocalina-2 es una
proteina multifuncional que tiene varias capacidades antimicrobianas y durante la
infeccion se libera en muchos tipos de células, incluyendo neutréfilos. Se expresa
basalmente, pero la transcripcion de este factor es aumentada por el huésped en
respuesta a la infeccion por K. pneumoniae en el tracto respiratorio. Lipocalina-2 no
mata a K. pneumoniae sino mas bien inhibe su crecimiento mediante la eliminacion de
la capacidad de K. pneumoniae para secuestrar hierro desde el huésped uniéndose y
neutralizando algunos de sus sideréforos secretados por la bacteria. La lipocalina-2
también tiene funciones proinflamatorias: un aumento en su produccién por el huésped
conduce a un aumento significativo en el reclutamiento de neutréfilos en el sitio de la
infeccion bacteria. La enterobactina, en ausencia de lipocalina-2, ayuda tanto a la
colonizacion como a la diseminacion desde los pulmones. Sin embargo, en presencia
de lipocalina-2, las cepas de K. pneumoniae que producen solo este sideréforo se

eliminan (Paczosa y Mecsas, 2016).

1.5.3 Yersiniabactina (ybtS)

Yersiniabactina fue descubierta originalmente en el patdgeno bacteriano Gram negativo
Yersinia, pero este sideroforo desde entonces se ha identificado en otras bacterias,
incluyendo K. pneumoniae. Yersiniabactina se ha observado en sélo el 18% de los

aislados clinicos de K. pneumoniae clasica, pero en el 90% de K. pneumoniae Hv.
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Notablemente, yersiniabactina se expresa durante la infeccion de pulmén, y su actividad
no es inhibida por la lipocalina-2 in vivo durante la infeccion de este organo,
probablemente porque su estructura difiere significativamente de la de enterobactina.
Esto permite a K. pneumoniae crecer a altas cargas bacterianas en los pulmones
durante la infeccion. Mientras yersiniabactina parece ser impermeable a la lipocalina-2,
es incapaz de adquirir el hierro necesario para el crecimiento de K. pneumoniae en
presencia de la proteina transferrina. Por lo tanto, las cepas que expresan solo el
sideréforo yersiniabactina no son capaces de diseminarse de los pulmones,
probablemente debido a la transferrina, que se concentra en el plasma sanguineo,
previene el crecimiento de K. pneumoniae en sangre. Por lo tanto, los individuos
inmunocompetentes probable pueden resistir la infeccion por cepas de K. pneumoniae

gue producen solamente yersiniabactina (Paczosa y Mecsas, 2016).

1.5.4 Salmochelina (iroA)

Salmochelina es una forma c-glucosilada de enterobactina. Esta modificacion se lleva a
cabo mediante genes que se encuentran en el cromosoma o en un pladsmido dentro del
cluster del gen iroA, iroBCDE. EIl transporte de hierro estd mediado por IroN. Es
importante destacar que esta modificacion evita la union de salmochelina por lipocalina-
2, lo que impide la neutralizacion de los sideré6foros y la induccion de la inflamacion
dependiente de lipocalina-2. Por lo tanto, no es sorprendente que salmochelina mejore
la colonizaciéon por K. pneumoniae de la nasofaringe en un huésped con suficiente
cantidad de lipocalina-2. Debido a que la expresidon de salmochelina permite la
colonizacion nasofaringea por K. pneumoniae en hospedadores capaces de producir
lipocalina-2, se puede predecir que las poblaciones de pacientes infectadas con cepas
positivas a salmochelina pueden estar menos inmunocomprometidas y que las cepas
productoras de salmochelina son mas virulentas. La salmochelina esta presente en solo
alrededor del 2 al 4% de las cepas de K. pneumoniae nosocomiales, un estudio reveld
su presencia en el 90% de cepas de K. pneumoniae asociadas con absceso hepatico

piégeno.
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Otros factores han sido identificados recientemente como factores de virulencia
importantes para K. pneumoniae. Sin embargo, estos factores no se caracterizan a
fondo, debido a que nos son conocidos profundidad sus mecanismos de accion. Estos
factores de virulencia incluyen proteinas de membrana externa (OMP), porinas, bombas
de eflujo, sistemas de transporte de hierro y genes implicados en el metabolismo de la

alantoina (Paczosa y Mecsas, 2016).

1.6 Caracteristicas genéticas de K. pneumoniae hipervirulenta

Un hallazgo interesante en las cepas de K. pneumoniae hv K2, es la presencia de un
plasmido de virulencia denominado pLVPK (Figura 4). El plasmido pLVPK consta de
219,385 pares de bases que forma un plasmido circular. Esté plasmido de virulencia
contiene los rmpA y rmpA2, genes que codifican proteinas reguladoras para la sintesis
de grandes cantidades de polisacaridos capsulares (CPS) el cual ha sido conocido
por ser un factor importante asociado a hipervirulencia en K. pneumoniae que protege a
la bacteria de la actividad bactericida del sistema de complemento y macrofagos en
suero. La capacidad de adquisicion de hierro es generalmente un requisito previo para
un patdgeno para establecer la infeccion al entrar en los hospederos. En pLVPK tiene
sistemas de adquisicion hierro mediada por sideréforos. El operén iucABCDIutA, que
fue reportado por primera vez en pColV-K30 en E. coli, consta de genes responsables
de la sintesis y el transporte de aerobactina. La presencia de los genes de sintesis y
utilizacion aerobactina también se ha informado de Salmonella y Shigella spp., Que
indica que los genes son libremente transferibles dentro del Enterobacterales, esta
nocion también es consistente con el hallazgo de grupos de genes homdlogos en
secuencias de E. coli por lo que se ha propuesto que se puede desempeiiar un papel
en la transferencia horizontal entre patégenos bacterianos (Chen et al., 2004).
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Y-T. Chen et al. / Gene 337 (2004) 189-198
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Figura. 4. Mapa del plasmido pLVPK consta de 219,385 pares de bases. Esté plasmido de virulencia contiene los
rmpA y rmpA2, genes que codifican proteinas reguladoras para la sintesis de grandes cantidades de polisacaridos
capsulares, tomado de Chen et al., 2004.

El mapa circular muestra las caracteristicas principales del plasmido que incluye los
origenes de replicacion (ori), regiones de particion (par, SOP), los principales grupos de
genes, y elementos (IS). Las posiciones de algunos de los ORFs y grupos de genes se
representan en la caja y sus contenidos fueron marcados. Grupos de genes, que son
homologos, grupos de genes desconocidos, reportados de otras especies, que se
etiquetan con el nombre de la especie, respectivamente. El % de contenido G + C a lo

largo del plasmido se muestra en colores de bajo % (rojo) a alto % (parpura).

1.7 Klebsiella variicola

Klebsiella variicola fue descrita en el afio 2004 mediante un estudio en base a analisis
filogenético derivado de las secuencias de los genes rpoB, gyrA, mdh, infB, phoE y nifH

y sobre distintos fenotipos. Las bacterias de esta nueva especie estdn genéticamente

13




aisladas de cepas de K. pneumoniae, no fermentan el adonitol y se obtuvieron de
plantas (como el banano, el arroz, la cafia de azlcar y el maiz) y hospitales, son
abundantes en las plantas y representan menos del 10% de aislados clinicos
considerado previamente como K. pneumoniae (Rosenblueth, Martinez, Silva, &
Martinez-Romero, 2004).

En un estudio reciente donde se evalu6 la capacidad de K. variicola y K.
quasipneumoniae de adaptacion a entornos clinicos y de plantas se demostré que los
genomas de K. variicola y K. quasipneumoniae compartian un conjunto de genes
asociados a la virulencia que codificaban principalmente sideréforos (aerobactina y
enterobactina), metabolismo de la urea, enzimas de biosintesis de lipopolisacaridos y la
fimbria que esté codifican el operon de genes mrkABCDFHIJ. Los sideréforos pueden
tener funciones redundantes dado que todos estan involucrados en la adquisicién de
hierro bacteriano. Sin embargo, el numero de sideroforos en una sola célula y su tipo
puede ser importante para regular el flujo de incorporacion de hierro a la célula
bacteriana, un proceso que esta relacionado con la invasioén de los tejidos del huésped
y, por lo tanto, la virulencia (Garza-Ramos, 2018).

Las cepas de K. variicola y K. quasipneumoniae con repertorios genéticos diferentes
tienen la capacidad de adaptarse a los entornos clinicos y de plantas. Las plantas
pueden ser un reservorio de aislamientos de K. variicola que pueden infectar de forma
oportunista a humanos o animales. La infeccidn por K. variicola en humanos parece ser
un caso de "fitonosis", un término que se sugiri0 para las bacterias simbibticas
transmitidas por las plantas, paralelo al término de zoonosis donde bacterias patégenas
infectan humanos y son de origen animal (Garza-Ramos, 2018). Se han descrito
también fenotipos hipermucoviscosos de K. variicola tal es el caso de la cepa 8916 la
cual se obtuvo del esputo de un hombre de 76 afos en el Hospital Regional Centenario
de la Revolucion Mexicana en Morelos, México, en 2011. Este aislado fue inicialmente
identificado como un aislado de K. pneumoniae susceptible (excepto para la ampicilina)
y posteriormente se identific6 como K. variicola fenotipo hipermucoviscoso mediante

string test (Garza-Ramos et al., 2015).
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1.8 Klebsiella variicola hiperviriulenta

Actualmente se encuentran descritos casos de K. variicola hipervirulenta, la cual fue
recientemente detallada mediante un estudio en el cual reportan la existencia de una
cepa que adquirid un plasmido con genes de virulencia similar al plasmido pLVPK
originario de K. pneumoniae. El plasmido designado pVir_030666 consta de 236,355
pares de bases (pb).

La cepa K. variicola WCHKV030666 se reporta como resistente a colistina y polimixina
B pero era susceptible a amikacina, aztreonam, cefotaxima, ceftazidima, gentamicina,
imipenem, meropenem, sulfametoxazol y tigeciclina.

El plasmido pVir_030666 contiene los genes de virulencia (rmpA, rmpA2, fyuA,
iuCABCD, iutA, iroBCDN, irpl, irp2 y ybtAEPQSTUX), este a diferencia del plasmido
pLVPK contiene el gen que codifica para yersiniabactina, el cual suele encontrarse en
cromosoma de cepas hipervirulentas de K. pneumoniae (figura 5) (Lu et al., 2018). A
pesar de que esta cepa contenia los genes que codifican el fenotipo mucoide ésta no
presentaba dicho fenotipo, debido probablemente a un codén de paro que se encontro

en la secuencia de el gen rmpA2.
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Figura 5 Alineacién de plasmido de virulencia pLVPK y pVir_030666. Se muestran las ubicaciones de genes de virulencia (
rmpA, rmpA2, fyuA, iucABCD, iutA, iroBCDN, irpl, irp2 y yptAEPQSTUX).(Lu et al., 2018)
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Alrededor del mundo K. variicola hipervirulenta comienza a ser de alto interés clinico
debido a que se ha asociado con altos indices de mortalidad en sepsis bacteriana, tal
es el caso reciente en Bangladesh donde se reporta un brote de sepsis neonatal con un
indice de mortalidad del 54,5% en recién nacidos menores a 30 dias de edad, se
desconocen aun los factores de virulencia que confirieron a la bacteria su alta
patogenicidad dado que los sideroforos (yersiniabactina, aerobactina y salmochelina)
estaban ausentes en esta cepa. No obstante, se sabe que esta cepa posee un plasmido
con blaNDM-1 y blaCTX-M-15 que confieren una alta resistencia a antibitticos (Farzana
et al., 2019). Esto abre el panorama sobre K. variicola que hasta hace poco se pensaba
gue no tenia factores de virulencia parecidos a K. pneumoniae, cabe la posibilidad de
gue existan en un futuro cercano casos de bacterias multirresistentes e hipervirulentas

de K. variicola.

2.- Antecedentes

Ante el hecho de que K. pneumoniae puede habitar en ambientes hospitalarios en
conjunto con otras bacterias se han realizado estudios para evaluar la capacidad que
tiene K. pneumoniae de adquirir genes de virulencia. En el 2014 investigadores en
Estados Unidos evaluaron la capacidad de adquirir genes de virulencia en K.
pneumoniae productora de KPC (carbapenemasas; una enzima que confiere
resistencias a carbapenémicos), a partir de una cepa de K. pneumoniae hipervirulenta
con serotipo K2 (Siu et al., 2014). Cepas productoras KPC-2 y KPC-3 fueron sometidas
a conjugaciéon bacteriana con una cepa de K. pneumoniae K2 hipervirulenta. Como
resultado de este ensayo, la cepa K. pneumoniae K2 adquirié un plasmido que contiene
la carbapenemasa KPC-2 y otras resistencias, generando una cepa de K. pneumoniae
hipervirulenta previamente susceptible en multirresistente. Esto fue derivado de la
preocupacion que se tiene en ciudades como Nueva York, de las cepas K. pneumoniae
productora de KPC circulantes en la ciudad al estar en contacto con cepas de K.
pneumoniae hv de origen asiatico, se generen cepas hipervirulentas y multirresistentes,
y se ha confirmado que existe esa posibilidad. Esto ocasionaria un reto para el sistema

de salud de la region (Siu et al., 2014).
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El saber esto despertd el interés de estudiar la capacidad de otras bacterias de adquirir
estos genes de virulencia, como fue el caso de un proyecto en el que se hizo un ensayo
con K. pneumoniae y K. variicola, una especie recientemente descrita en el cual se
evalué la patogenicidad de K. variicola después de haber sido transformada con el
plasmido de virulencia pLVPK de K. pneumoniae, los resultados de dicho ensayo se

muestran a continuacion (Figura 6) (Barrera Almanza,2017).
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Figura. 6 Sobrevivencia de ratones al ser inoculados con las diferentes cepas a diferentes dosis.
Para la determinacion del nivel de patogenicidad de las cepas K. variicola F2R9 y K.
variicola TpF2R9, se inocularon grupos de cinco ratones para probar distintas
concentraciones de UFC tanto de la cepa parental como de la transformante. En la
figura 6 se muestra el porcentaje de sobrevivencia de los tres grupos analizados de
bacterias K. variicola F2R9, K. variicola TpF2R9 y K. pneumoniae 10271.
Los estudios de letalidad mediante la inyeccion via intraperitoneal muestran que para K.
pneumoniae 10271 la DL50 es de 102 UFC a las 24h, lo que indica una alta
patogenicidad. De las cinco dosis (103 a 107) que se probaron, en la cepa parental K.
variicola F2R9 no se observé mortalidad en los ratones. Sin embargo, K. variicola
TpF2R9 a las dosis 107 y 10° se observé letalidad en los ratones a las 24 y 48h,
respectivamente. Para la dosis 10 ° se observo letalidad entre los dias 11y 12 y por
Gltimo para la dosis 10* en el dia 14.
Aunado a esto, el hecho de la existencia y reciente descripcibn de cepas

multirresistentes e hipervirulentas toma gran relevancia para este estudio pues se busca
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determinar cudl es el ciclo de infeccion y el nivel de patogenicidad que puede tener la
cepa TpF2R9 con el plasmido pLVPK.

Este plasmido contiene genes que codifican para sideréforos y genes que confieren el
fenotipo mucoide tal como la cepa descrita por Yang lu; y colaboradores en 2018,
quienes describen una cepa K. variicola WCHKV030666 que ha adquirido un plasmido
contiene los genes de virulencia ( rmpA, rmpA2, fyuA, iucABCD, iutA, iroBCDN, irp1,
irp2 y yptAEPQSTUX). Lo cual nos daria una idea del dafio que puede causar la

infeccion por K. variicola en comparacion a K. pneumoniae.

3.- Justificacion

Dado que K. variicola y K. pneumoniae habitan en los mismos ambientes e infectan
tanto plantas como humanos, surgié la necesidad de explorar la posibilidad de que
mediante conjugacion pudieran adquirir genes de virulencia o de resistencia al estar en
contacto, pudiendo causar problemas de infecciones oportunistas en pacientes
inmunodeprimidos, especialmente en ambientes intrahospitalarios. En el siguiente
estudio se pretende evaluar el mecanismo de infecciébn de una cepa transformante de
K. variicola, la cual a adquiri6 el plasmido de virulencia pLVPK de K. pneumoniae
mediante electroporacién en un estudio anterior (Barrera Almanza, 2017). La cepa K.
variicola TpF2R9 demostré tener la capacidad de infectar un modelo murino y causar la
muerte en el mismo en un mayor rango de tiempo del que lo hace K. pneumoniae lo
gue demuestra que K. variicola adquiri6 patogenicidad como K. pneumoniae. Los
mecanismos de K. variicola para la infeccion no ha quedado elucidado por lo que la

realizacion de este estudio toma gran relevancia en temas de salud publica.
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4.- Hipotesis
La cepa K. variicola TpF2R9 al infectar el raton coloniza primero en el intestino y una
vez establecida, logra causar absceso hepatico y/o absceso renal provocando la muerte

del raton.

5.- Objetivos

5.10bjetivo general

Determinar el mecanismo de infeccion en K. variicola TpF2R9 en modelo murino

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar la patogenicidad de K. variicola TpF2R9 en modelos in vitro.

2. Determinar la patogenicidad de la infeccién de K. variicola TpF2R9 en modelo
murino.

3. Reidentificar a K. variicola recuperada en ratdén y determinar la relacion clonal de
las cepas.

4. Corroborar la presencia de factores de virulencia en cepa recuperada de

infeccion.
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6.- Metodologia

6.1 Estrategia experimental

Evaluacion de la patogenicidadde la
cepa K. variicola TpF2R9 en modelo
murino

K. pneumoniae 10271+ pLPVK

K. variicola - pLPVK
K. variicolaTpF2R9 + pLPVK
L
* X k4
Ensayos invitro Ensayos in vivo Necropsiaaraton
| !
! t Determinar el sitiode la
Resistencia a suerohumano E\{aluacién de la dosis infecciéncausados por la
no inmune letalidad de la cepa TpF2R9 cepa TpF2R9
l 1 1
. . L Corroborarla especie Corroborarla presenciade
Resistencia a fagocitosis por . . ) . .
- bacterianaobtenida de ratén factores de virulencia
neutréfilos . .
por PCR multiplex mediante PCR

6.2 Aislamientos bacterianos

Al inicio del estudio se contd con un aislamiento previamente caracterizado de K.
pneumoniae hipervirulenta causante de infecciones en la comunidad. Este aislamiento
de K. pneumoniae 10271 obtenido de absceso hepético, presenta el fenotipo
hipermucoviscoso, y contiene los genes de virulencia iucA, irp2, rmpA y rmpA2 y es
considerada una cepa hipervirulenta.

Ademas de esta cepa, se contd con la cepa K. variicola F2R9 que originalmente fue
aislada de raiz de arbol de banana en el estado de Colima, esta fue previamente
estudiada en un proyecto de tesis mediante el cual se le fueron transferido el plasmido
de virulencia de la cepa K. pneumoniae 10271, descrita anteriormente (Barrera
Almanza, 2017). Se determind que el plasmido corresponde al plasmido de virulencia
pLVPK. Por lo anterior se obtuvo la cepa transformante de K. variicola TpF2R9 con la
cual se trabajo el siguiente proyecto.

6.3 Extraccién de DNA por choque térmico.
La extraccion de DNA total de las cepas de Klebsiella spp. se realizé6 mediante la

técnica de choque térmico, donde se tomaron algunas colonias de cada cepa de
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Klebsiella del agar de cultivo. Se sometieron a una temperatura de por 96°C durante 10
min, después se pasaron a frio a 4°C durante 5 min, este procedimiento se realizd por
triplicado. Posteriormente se centrifug6 durante 5 minutos a 13000 rpm y se recupero el
sobrenadante, para colocarlo en otro tubo eppendorf. Finalmente se realizé una dilucion

1:10 del DNA extraido y agua estéril, la cual se podo conservar a —20°C.

6.4 Confirmacién del género y especies del género Klebsiella mediante PCR

multiplex.

Se realizé una PCR multiplex para la confirmacion del género y especie de las cepas de
Klebsiella donde se utiliz6 una mezcla con un volumen final de 25uL que contenia 2.5
mM de MgCI2, 2.5 mM de dNTP’s, 25 pmol de cada oligonucleétido, 1 U de Tag DNA
polimerasa y 3uL de DNA total. Los oligonucleétidos que se utilizaron se muestran en la
Tabla 2. Los ciclos comprendidos constaron de un ciclo de desnaturalizaciéon inicial
92°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 92°C por 30s, temperatura de alineamiento a
60°C por 30 s, 72°C por 40 s, una extension final de 72°C de 3 min, y 4°C para
mantener (tabla 2).

Tabla 2 Oligonucleotidos utilizados.

Nombre Gen Secuencia Tamafio Especie
aproximado

Kv275 Diguanilatofosfodiesterasa Kv275-F 275pb Klebsiella
GATCGCCCTGATCGGCTGCT variicola
Kv275-R
CCGACGGAACTGGTAAACGA

K372 Triparlite tricarboxilato | Kq372-F 372pb Klebsiella

transportador TctA GATCGCCCTGATCGGCTGCT Quiasipneumo-

Kq372-R niae
CCGAACGCCAGCGACCACTG

Kpn650 Fosfoenolpiruvato mutasa Kp650-F 650pb Klebsiella
TGCTTGCCAATGTCTGGGAT pneumoniae
Kp650-R
TCTGGCCTGCGTCGCAGCAT
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6.5 Identificacion de los factores de virulencia mediante PCR

Una vez que se identificaron correctamente las especies de K. pneumoniae y K.
variicola, se confirmé que las cepas a utilizar para el ensayo contenian los factores de
virulencia para lo cual se realizé un PCR.

Los oligonucleétidos que se utilizaron para la identificacién de los factores de virulencia
de interés son descritos en la Tabla 3.

Tabla 3 Oligonucleotidos de factores de virulencia e hipermucoviscosidad

Gen Secuencia del oligonucleétido (5™-3") Tamafio
Aproximado

iucA iucA-F AATCAATGGCTATTCCCGCTG 239 pb

(aerobactina) iuCA-R CGCTTCACTTCTTTCACTGACAGG

irp2 irp2-F GCTACAATGGGACAGCAACGAC 230 pb

(yersiniabactina) irp2-R GCAGAGCGATACGGAAAATGC

rmpA rmpA-F ACTGGGCTACCTCTGCTTCA 535 pb

(regulador del rmpA-R CTTGCATGAGCCATCTTTCA

fenotipo mucoide)

rmpA2 rmpA2-F CTTTATGTGCAATAAGGATGTT 450 pb

(regulador del rmpA2-R CCTCCTGGAGAGTAAGCATT

fenotipo mucoide)

6.6 Electroforesis de los productos de PCR

Se comprobd la correcta amplificacion de los genes mediante una electroforesis en un
gel de agarosa al 1.2 - 1.5% con un buffer de corrimiento TAE al 1%, en una camara
Cell GT (Biorad) a 100 volts por 45 min. Los geles se tifieron con bromuro de etidio 0.5
pg/mL y se visualizaron en un Fotodocumentador. Se utiliz6 un marcador DNA Ladder
de 1 kb para corroborar que el gen amplificado correspondia al peso molecular

esperado.

6.7 Extraccién y analisis de plasmidos

El analisis del perfil de plasmidos se realiz6 por el método Kieser (Kieser, 1984). Se
toma de 1 a 3 colonias de cada una de las cepas de Klebsiella candidata para la
transferencia plasmido con flouroforo y se siembra (por separado) en 5ml de medio LB

con agitaciéon lenta y se mantiene en incubadora overnight, se centrifuga el contenido y
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se retira el sobrenadante para obtener una pastilla en el fondo del tubo, se le agrega la
solucion | (sacarosa 0.3 M; Tris HCI 0.025 mM; EDTA 25 mM y lisozima 0.5 gr/ml) (su
funcidén es preparar la membrana de las células para su posterior ruptura y liberacion
del material genético) y se mantiene en hielo durante 30 min. Después de este paso se
le agrega la solucién Il (NaOH 5 M; SDS 10% y H20 3.7 ml) (la cual rompe la pared
celular de la bacteria y se obtiene asi el ADN) y se coloca a 55°C durante 30 min,
posteriormente, se agrega fenol-cloroformo para separar contenido proteico usando
agitacion por vortex, y el contenido resultante se centrifuga a 14,000 rpm y se toman
aproximadamente 400uL de sobrenadante que es puesto en otro tubo eppendorf el cual
se mantiene a -20°C hasta ser utilizado.

El analisis del perfil de plasmidos se realiza mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0.7% en donde se coloca en cada uno de los carriles el contenido del aislamiento del
proceso anterior, se deja correr durante 6 h (80 voltios a 4°C) y se tifie con bromuro de

etidio para observarse en un transiluminador de luz ultravioleta.

6.8 Bacterias electrocompetentes

Se seleccion6 una sola colonia de la cepa receptora de agar LB y se inocul6 en un tubo
con 5 ml de caldo LB, se mantiene a 37°C durante una noche, transcurrido este tiempo,
se inoculé 250ml de caldo LB y se mantiene en agitacion a 37°C y se mide la solucién
en espectrofotbmetro a 600 nm hasta que se encuentre en el rango de 0.6 a 0.9.
Cuando lleg6 a la densidad Optica deseada, se colocé el tubo en hielo durante 20 min.
Después, se colocd 50 ml del contenido anterior en tubos y centrifugar a 4000 rpm
durante 25 min a 4°C, se colocan los tubos en hielo, se removié el sobrenadante y se
resuspendid en 25 ml de glicerol al 10%. Se centrifugd a 4000 rpm durante 25 min a
4°C, se retiré el sobrenadante y se resuspendié cuidadosamente con 10 ml de glicerol
al 10%, centrifugar a 4000 rpm durante 25 min a 4°C. Al terminar se colocaron los tubos
en hielo remover el sobrenadante y se resuspendié en 1 ml de glicerol al 10%, y se
prepararon alicotas de 100 pl de este contenido en tubos eppendorf para posterior

congelar a -80°C hasta que sean utilizadas.
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6.9 Transformacién de células competentes

Se colocaron las células competentes en un recipiente con hielo hasta descongelar y se
adicion6 la cantidad de DNA (plasmido a transferir) necesario para alcanzar una
concentracion de 20 ng/ml. Se mezcl6 suavemente (sin pipetear) desde arriba hacia
abajo y mantener en hielo durante 30 min. Transcurrido este tiempo se colocé el
contenido en una celda para electroporacion y conservar en hielo. Se colocé
cuidadosamente la celda en electroporador. Se agregé 1 ml de caldo LB y se mezclo
suavemente hasta resuspender. Se transport6 el contenido a un tubo limpio e incubo6
con agitacion a 37°C durante una hora. Se sembraron 100ul del contenido en cajas de
agar que contengan el marcador de seleccién que nos permitié distinguir a aquellas

bacterias que hayan recibido el plasmido.

6.10 Curva de crecimiento

La curva de crecimiento bacteriano resulta de la representacion grafica de la
determinacién periédica del niumero de células viables por mililitro en un liquido con
células provenientes de un cultivo crecido previamente hasta la saturacion.
Procedimiento:

Dia 1.- por la tarde, se siembr6 en agar LB la cepa a la que se vaya a realizar la curva
de crecimiento (siembra por estriado).

Dia 2.- se esterilizé 1 tubo con 5ml de medio LB, 1 matraz con 25 ml de LB, tubos de
ensayo vacios. Por la tarde se inocul6 el tubo con 5 ml de LB tomando una sola colonia
de caja Petri. Se Llevo a la incubadora (37°C , 100 rpm). Inicio de conteo de tiempo.
Transcurrida media hora, se saco el matraz, se colocaron 2ml de la muestra en tubos
estériles y se medi6 la D.O. a 620nm en espectrofotdmetro. Se regresé el matraz y
seguir contando tiempo. Se tomaron los tubos eppendorf con 90 pl de LB caldo y se
tomaron 10 pl de tubo de ensayo al primer tubo para tener una dilucion 10™ y asi
sucesivamente. Se sembraron por medio de extension en superficie las diluciones 1074,
10° y 10° y se realiz6 los mismo para la hora 1, 2 y 3. Se llevaron las cajas a la
incubadora a 37°C. Dia 4.- se realiz6 el conteo de colonias.
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6.11 Determinacion del nivel de virulencia en un modelo murino

Para determinar el nivel de virulencia de las cepas transconjugantes o transformantes
se realizé una infeccion en el modelo de ratén, con el objetivo de medir la tasa de
mortalidad que esté relacionada directamente con la patogenicidad de la bacteria.

La infeccion se llevd a cabo a partir de un cultivo de la bacteria transconjugante o
transformante en medio LB que contenga solucion EDTA 1 mM. Se lavo dos veces

con PBS estéril y se centrifug6 el contenido para tomar 5x104 UFC y se afadieron 200
ml de PBS. Se inocularon ratones hembra Balb/C de seis semanas via intraperitoneal y
se monitorearon por 14 dias para observar cambios.

La descripcion de la técnica se muestra a continuacion:

1.- Con el ratén correctamente inmovilizado, se inclind y trazé una linea imaginaria
donde cruce el abdomen transversalmente justo sobre las rodillas.

2.- La aguja fue insertada sobre esta linea, en el lado derecho del ratén y lo mas
cercano posible a la linea que divide longitudinalmente el abdomen, con esto se
disminuye el riesgo de inocular vejiga urinaria.

3.- La aguja alcanz6 una profundidad en el raton de aproximadamente medio
centimetro y se realizd con una inclinacion de 30° con respecto a la superficie del
abdomen.

4.- Se aspir0 para asegurar que no se alcanzé vaso sanguineo o vejiga.

5.- Al asegurarse que ningun fluido fue aspirado, se procedié a la inyeccién de la
muestra.

6.- Se retird la aguja y se presiono ligeramente la zona de inyeccion.

Los ratones que sobrevivieron a la infeccion bacteriana fueron puestos en camara de
éter para su sacrificio, posteriormente todos los ratones del estudio se mantuvieron a -
20°C y fueron entregados a la compafia que recolecta los RPBI contratada por el INSP.
Estas pruebas se llevaron a cabo bajo las indicaciones especificas del bioterio del

CISEI para el cuidado de los ratones.

25




6.12 Necropsiay obtencién de tejidos

La necropsia a los ratones fallecidos se llevd a cabo con la ayuda de un médico
veterinario experto, donde se realizdé un corte vertical a lo largo del térax y abdomen,
posteriormente de observo cualquier alteracion o dafio a tejidos especificamente en

higado, vesicula, rindén y bazo.

6.13 Resistencia a suero humano
Se dejo un cultivo de caldo LB (5 ml) toda la noche previa a la realizacion del ensayo
para cada una de las bacterias a analizadas. (37°C, agitacion). Se tomaron 100 ul de
los cultivos crecido toda la noche previa y se inocularon tubos con 5ml de LB (hasta
fase logaritmica temprana D.O: 0.600 - 0.900). El tiempo de crecimiento de la bacteria
se bas6 de acuerdo con la curva de crecimiento previamente realizada. Se obtuvieron
los sueros a partir de voluntarios sanos en el mismo dia de la prueba. (Para obtener el
suero, centrifugado a 4,000 x 10 min). Una vez que las bacterias alcanzaron la fase
logaritmica temprana del crecimiento, se diluyeron hasta aproximadamente 2x10"6
cel/mL en PBS. Se colocaron 75 yL de pool de sueros humanos en un tubo Eppendorf
de 1.5 mL y se agregaron 25 pL de la suspension bacteriana, se mezclo6 e incubo a 37°
(lo cual se realizd por triplicado). La viabilidad bacteriana se determiné alas 0, 1,2y 3
horas de incubacion. Después se tomaron 3 tubos y se mezclaron en uno solo. Las
muestras son sometidas a diluciones seriadas (275 yL de PBS + 30 uL de la mezcla
incubada) y se plaguearon las diluciones 10- 3 y 10 -4. Esto se incub6 toda la noche a
37°C. Posteriormente se realizo el conteo de las placas.
Interpretacion de ensayo

e Grado 1: conteo viable alah 1y 2 <10% del inéculo inicial; a las 3 h< 0.1%.

e Grado 2: conteo viable a la h 1 del 10-100% del inoculo inicial; 3 h < 10%.

e Grado 3: conteo viable a la hora 1>100%; de 2 a 3 h < 100% del inoculo inicial.

e Grado 4: conteo viable de la hora 1 ala 2 >100%; 3 h < 100% del inéculo inicial.

e Grado5:1, 2y 3h >100% del in6culo inicial, pero con decremento después de la

tercer hora.
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e Grado 6: 1, 2y 3 h>100% del in6culo inicial aumentando después de la tercera
hora.
Cada una de las cepas se evalud por triplicado y se determind la susceptibilidad de

estas hacia el suero humano. En la figura 7 se muestra la clasificaciéon de cada uno de

los grados.
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Figura.7 Representacion de cada uno de los grados de resistencia a suero
humano (Podschun et al., 1993).

6.14 Resistencia a la fagocitosis por neutréfilos y sobrevivencia a la muerte
intracelular.

- Aislamiento y purificacién de neutrofilos.

Se recolectaron diversas muestras sanguineas en tubos con heparina de sodio como
anticoagulante (BD Vacutainer) a partir de voluntarios sanos que no habian ingerido
antibiéticos al menos 7 dias antes a la fecha de toma de muestra. El aislamiento de los
neutréfilos se realiz6 utilizando un gradiente de densidad de Percoll. Este método
resulta en la obtencion de un gran numero de neutrofilos purificados y no activados. De
50 mL de sangre se obtienen aproximadamente 108 células. Una vez que se ha
extraido la sangre, se dispensan 7 mL de Hystopaque-1119 (Sigma Aldrich) en un tubo
Falcon de 15 mL, posteriormente se agregaron cuidadosamente 7 mL de la sangre total
de tal forma que no se mezclaran ambas fases. Enseguida, se centrifugd este tubo a

800 gravedades por 30 minutos con frenado lento. Una vez terminado el tiempo de
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centrifugacion, se desecharon las capas que contenian al plasma sanguineo (capa
superior amarillenta) y a los linfocitos/monocitos (capa blanquecina subsecuente) para
finalmente colectar cuidadosamente con la ayuda de una pipeta Pasteur, la capa difusa
rosacea donde se encontraban contenidos los neutrofilos. La capa rojiza inferior del

tubo que contenia a los eritrocitos también fue desechada (Figura 8).

Histopaque

PBMCs

Neutrophils

' Erythrocytes

Figura. 8 Capas de células obtenidas después de la separacion por centrifugacién con Hystopaque67.

Una vez que se recolectaron los neutrofilos en un tubo Falcon nuevo, se realizaron
lavados con solucion salina balanceada de Hank 1X (HBSS por sus siglas en inglés)
suplementada con suero fetal bovino para favorecer la opsonizacion bacteriana y se
centrifugd a 300 gravedades por 10 minutos. Simultdneamente, se prepararon
gradientes de Percoll pH 8.5 — 9.5 (Sigma Aldrich) en tubos Eppendorf de 2.0 mL de la

siguiente manera:

Tabla 4 Preparacion de los gradientes de Percoll para el aislamiento y purificacién de neutréfilos no activados. *El stock se
prepara al agregar 9 mL de Percoll y 1 mL de HBSS 10X 6 1 mL de PBS 10 X

Gradientes de Percoll

Gradiente Vol. HBSS 1X Vol. Stock de Percoll*  Vol. Final
65% 0.7 mL 1.3 mL 2 mL
70% 0.6 mL 1.4 mL 2 mL
75% 0.5mL 1.5mL 2 mL
80% 0.4 mL 1.6 mL 2 mL
85% 0.3 mL 1.7 mL 2 mL
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Una vez realizados los gradientes de Percoll, estos se agregaron cuidadosamente (para
evitar que se mezclaran las fases) a un tubo Falcon de 15 mL, empezando por el
gradiente que se encontraba al 85%, seguido del gradiente al 80% y asi sucesivamente
en orden decreciente hasta culminar con el gradiente que se encontraba al 65%.
Finalmente se agregaron los neutrofilos previamente lavados en la parte superior del
gradiente correspondiente al 65% y se centrifugd este tubo a 800 gravedades por 20
minutos, utilizando un programa de frenado lento de tal forma que no se mezclen los
gradientes. Al terminar la centrifugacion, se colecta la interfase ubicada entre la capa de
Percoll del 70-75% en un tubo Falcon de 15 mL limpio (figura 9). Este tubo se llend con
PBS 1X y se centrifugd a 300 gravedades por 10 minutos. Finalmente, se resuspendio
el pellet en medio RPMI 1640 con HEPES vy rojo de fenol (Thermo Fisher Scientific) y se

determind la concentracion de neutrdfilos.

Percoll gradient

65%
PBMCs

70%

Neutrophils
75%

80%

85%

\/ Erythrocytes i ~

Figura 9. Gradientes de densidad de Percoll. En el dibujo de la izquierda se muestra la muestra la interfase en la cual se localiza
los neutrofilos ya purificados67. En la imagen de la derecha se muestra el caracteristico “anillo de neutrofilos”, el cual es un claro

indicador de que se han aislado y purificado adecuadamente los neutréfilos.

Infeccion de los neutroéfilos con cepas

Para determinar la resistencia bacteriana a la fagocitosis mediada por neutréfilos se
realizd el método descrito por Hampton y colaboradores. Una vez que se obtuvieron y
purificaron los neutroéfilos se procedio a realizar las infecciones de los neutrofilos con las
cepas identificadas. A partir de un cultivo overnight de la bacteria a estudiar, se realizé
una dilucién 1:10 para inocular un tubo con 9 mL de caldo LB y este se incubd con
agitacién a 37° hasta llegar a una densidad 6ptica de 0.6 a 0.8 a 600 nm. Una vez que

la bacteria estuvo a la densidad Optica deseada, se realizaron las infecciones a una
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multiplicidad de infecciéon (M.O.l por sus siglas en inglés) de 1. Los neutrdfilos se
infectaron a la misma M.O.| para cada uno de los cuatro diferentes tiempos en los que
se hicieron las mediciones, esto fue, a la hora 0, 0.5, 1 y 3. Una vez realizada la
infeccion, se incubaron los neutrofilos con las bacterias por 10 minutos a 37° C. Al
terminar este tiempo de incubacién, esta mezcla se centrifugé a 2000 rpm durante 5
minutos. Posteriormente se decant6 el sobrenadante y el pellet se incub6 a 37° C por
20 minutos. Una vez pasado este tiempo, el pellet se lavo tres veces con PBS
conteniendo gentamicina (100 mg/mL). Cuando los lavados se realizaron, se agrego 1
mL de medio RPMI-Suero fetal bovino conteniendo gentamicina (100 mg/mL) y se
incubo a los respectivos tiempos post-infeccion anteriormente indicados. Al terminar los
distintos tiempos de infeccion, se centrifugd esta mezcla, se decant6 el sobrenadante y
el pellet se re suspendié en 200 mL de PBS-Triton al 0.5% (V/V), se mezclo utilizando el
vortex y se realizaron dos diluciones 1:10 (20 mL de PBS-Triton-Bacteria y 180 mL de
PBS). Ambas diluciones se plaquearon en una caja de agar LB con ayuda de un asa de
distribucion y estas se incubaron por toda la noche a 37° C. Al dia siguiente se realizo el
conteo de UFC/mL y se interpretaron los resultados. Las mediciones obtenidas de las
horas 0, 0.5 y 1 nos indicé la capacidad de la bacteria de resistir o no a la fagocitosis
por neutréfilos. La hora 3 nos indico la capacidad de la bacteria de sobrevivir

intracelularmente en el neutréfilo.
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7. RESULTADOS

A > [%)] (9]
Las cepas seleccionadas para T 2 & &
S o & &
- - <
este estudio (K. pneumoniae § % % §
10271, K. variicola F2R9 y K. S s
.. X - SR %
variicola TpF2R9) fueron (Kpn) {F2R9) - ~(Tp)  (Tp)
identificadas previamente y Plasmido pLVPK
mediante PCR-multiplex, la cepa —

parental K. variicola F2R9 fue

transformada en estudios

anteriores  obteniéndose K. (0 el "'J Vel

variicola TpF2R9 la cual fue

receptora del plasmido de

virulencia pLPVK originario de K. Figura 10 Extraccion de plasmidos. Carril 1.- Marcador de peso

(156, 66, 48 y 7 kb), carril 2.- K. pneumoniae 10271, carril 3.- K.

i i variicola F2R9, carril 4.- K. variicola TpF2R9 (1), carril 5.- K.
pneumoniae 10271 (Figura 10) variicola TpF2R (2)

(Barrera Almanza, 2017).

7.1 PCR factores de virulencia e hipermucoviscosidad

Mediante PCR se detectaron los
factores de virulencia que estan
contenidos en el pladsmido pLVPK,
— rmpA el cual se encuentra presente en la
T A cepa 10271 y en la cepa
transfromante TpF2R9. En la
siguiente figura se observan los

productos de PCR para cada uno

_ _ de los factores de virulencia (figura
FIGURA 11 PCR iucAy rmpA. Carril 1. Marcador de peso

molecular Carril 2. Positivo iucA. carril 3. Negativo iucA. 11)_
carril 4. TpF2R9 carril 5. 10271 carril 6. Positivo rmpA.
carril 7. Negativo rmpA carril 8. TpF2R9 carril 9. 10271
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7.2 Ensayos in vitro

7.2.1 Resistencia suero humano no inmune

Se analizo la resistencia a suero humano no inmune del total de las cepas.

Se observa el grado de resistencia de cada cepa, en este caso podemos observar a las
cepas 10271 grado 6 (resistente), F2R9 grado 3 (sensible) y TpF2R9 grado 6
(resistente) por lo que sabemos que el pldsmido pLVPK en la cepa receptora TpF2R9
ha conferido el fenotipo hipermucoviscoso, que ha ayudado a su vez a la resistencia al
suero humano especificamente el sistema de complemento debido a la produccion de

una hipercapsula (Figura 12).

Resistencia a suero
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200 Grado 6
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v
>
100
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=== 10271 =——==FJRO TpF2RS

Figura. 12. Evaluacion de resistencia a suero humano no inmune. Se muestra el grado de sensibilidad y resistencia respectiva a
cada cepa.

7.2.2 Resistencia a fagocitosis por neutrofilos

El ensayo de resistencia a fagocitosis mostro que las cepas 10271 y TpF2R9 son
resistentes a fagocitosis esto se pudo determinar durante los tiempos de 30 y 60
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UFC

minutos, en este tiempo se observa la capacidad que presenta la cepa para evadir la
fagocitosis o ser fagocitada.

La disminucién de las UFC de las cepas durante los 30 min y 60 min es debido a la
presencia de gentamicina en el medio, todas las bacterias que no fueron fagocitadas,
por lo que el antibidtico eliminé a las bacterias del medio. En cambio, la cepa F2R9
mostro sensibilidad a la fagocitosis durante 30 y 60 minutos.

Durante la hora 3 se puede observar la capacidad del neutrofilo de inducir la muerte
intracelular. En este caso las cepas 10271 y TpF2R9 son sensibles a muerte
intracelular, en contraste, la cepa F2R9 a pesar de ser sensible a fagocitosis es

resistente a muerte intracelular (Figura 13).

Resistencia a fagocitosis por neutrofilos

225
180
135
90
& | N
45
. > ° = W i °

10271 F2R9 TpF2R9

B Ohrs B30 min @ 1hr [ 3hrs

Figura. 13. Resistencia a fagocitosis por neutréfilos. Las cepas 10271 y TpF2R9 son resistentes a fagocitosis sin embargo son
sensibles a muerte intracelular mientras que la cepa F2R9 aun siendo sensible a fagocitosis es resistente a muerte intracelular.
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7.3 Ensayo in vivo

7.3.1 Determinacion de nivel de patogenicidad en modelo murino

Se determino el nivel de patogenicidad de la cepa K. variicola TpF2R9, se inocularon
grupos de cinco ratones para probar distintas concentraciones de UFC tanto de la cepa
parental como de la transformante.

En la grafica se muestra el porcentaje de sobrevivencia de los tres grupos analizados

de bacterias K. variicola F2R9, K. variicola TpF2R9 y K. pneumoniae 10271.

i) :
£ 100
S
'g ~&~ K. variicola TpF2R9 1X10° UFC
| .
'g K. variicola TpF2R9 1x108 UFC
n
g 50+ K. variicola F2R9 1X10° UFC
) .
) @ K. pneumoniae 10271 1x10° UFC
=
)
5
o 0 .— T T T T
0 2 4 6 8 10

Dias

Figura. 14 porcentajes de sobrevivencia de ratones. Se muestra el porcentaje de letalidad de la cepa K. variicola
en modelo murino.

Los estudios de letalidad mediante la inyeccion via intraperitoneal muestra que para K.
pneumoniae 10271 causa la muerte en raton 100% a una dosis de 102 UFC a las 24h,
lo que indica una alta patogenicidad mientras que para K. variicola TpF2R9 a la dosis
102 se observo letalidad del 40% en los ratones a las 24h y un 100% a las 48h. Para la
dosis 10”7 se observo la muerte del 60% en ratones entre los dias 8 y 10 mientras que
hay un 100% de sobrevivencia para la dosis 10° hasta el dia 10.

En el caso de la cepa parental K. variicola F2R9 no se observé mortalidad en los

ratones para ninguna de las dosis administradas (10° a 108).
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7.4 Necropsiay obtencion de tejidos

Con base en los resultados que se obtuvieron de las pruebas, necropsia a los ratones y

obtencién de tejidos se cred una tabla con los datos, segun el dafio registrado se

clasificaron desde (+) en dafio menor hasta (++++) a dafio severo observado en los

organos analizados, los cuales fueron: higado, rifidn, vesicula y bazo en los dias 1, 2, 5
y 10 en todas las dosis de la cepa K. variicola TpF2R9 (108 a 108) (tabla 5).

Interpretacion de valores

Interpretacion de siglas

+ Cambio de coloracion Higado H

ENs absceso Rifion R

+++ absceso + ictericia Vesicula \Y

4+ Dafio severo Bazo B

- Sin dafio

Inécule UFC
108 107 10¢

CEPA / DIAS H R v B H R vV B R Vv B
TpF2R9
24h +H o+ + - + - - . . - -
48h +H o+ + - + - ¥+ . - .
5d HEH R b -+ o+
10d HH o+ HH - - -
F2R9
24h—10d - - - -

Tabla 5 evaluacion de la patogenicidad de K. variicola TpF2R9. En la tabla se muestra en nivel de patogenicidad que se registro

en Higado (H), Rifién ( R ), vesicula (V) y Bazo (B) respectivamente para las dosis 108, 107 y 10° UFC para los dias 1, 2, 5y 10.

Los resultados se desglosan a continuacion:
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Se observd que para la dosis 108 el total de los ratones fallecidos por la infeccion a las

24h y 48h presentaban absceso en higado y pequefias hemorragias en rifién, asi como

una coloracion anormal en vesicula (imagen 1y 2). Los resultados se ven resaltados en

color rojo sobre la tabla de resultados (tabla 6).

imagen 1 lesiones en rifion. El rifidbn mostrd varias lesiones a manera de pequefias hemorragias localizadas

alrededor del 6rgano.

Imagen 2 Absceso hepético 102UFC 48h. En la imagen se
muestra un absceso hepéatico de tamafio considerable
respecto al higado, no se muestra mayor alteracion o
coloracion anormal en tejido.

Inéculo UFC
10¢ 107 10¢

CEPA / DIAS R H R V B H R V B
TpF2R9
24h + + -+
48h + + + o+
5d HE OH H + + o+
10d HH o+ HH HH +
F2R9
24h-10d

Tabla 6. Evaluacién de la patogenicidad de K. variicola
TpF2R9. En la tabla se muestra resaltado en color rojo la
interpretacion de resultados para higado y rifiones a las 48h.
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Se registraron los resultados de los tejidos obtenidos el dia 5 (Tabla 7). En los ratones
inoculados con la dosis 107 a las 24h y 48h mostraban pocos abscesos de pequefio
tamafo sin alteraciones mayores en vesicula ni en otros organos, en el dia 5 se
encontré absceso en rifidbn y un severo dafio en higado destacando una coloracién
amarillo palido con al menos un absceso de mayor tamafio, igualmente se pudo notar
esta coloracidon en bazo que ademas presentaba un agrandamiento anormal, esto
altimo probablemente debido a la respuesta inmune para combatir la infeccion (imagen
3y4).

Inéculo UFC

10¢ 107 10¢
CEPA/DIAS H R V B H R V B H R V B
TpF2R9
24h H H + - + - +

48h H + - + - + o+

F2R9

24h-10d

Tabla 7. Evaluaciéon de la patogenicidad de K. variicola
TpF2R9. En la tabla se muestra resaltado en color rojo la
interpretacion de resultados para higado, rifiones y bazo a los
5 dias

Imagen 3. Absceso renal. Se observa un absceso de
tamafio considerable respecto al tamafio del rifidn.

Imagen 4. Higado y bazo dosis 107 dia 5. Se muestra la comparativa de un fragmento de higado sano (izquierda) y el
que fue recuperado de ratén a los 5 dias de infeccién, muestra una coloracion anormal signo de un dafio hepético e
ictericia. En la imagen a la derecha se muestra un bazo sano vs bazo recuperado del mismo ratén donde se ve
alterado el tamafio y su coloracion.
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El décimo dia se observo una coloracion negra en aproximadamente un 70% del higado

con dosis 107, misma que se extendia a mas de la mitad del bazo y agrandamiento de

este (imagen 5 y 6). La vesicula presentaba la misma coloracion y un tamafio mayor a

lo normal, en rifidn no se registré la presencia de abscesos sin embargo se pudieron

observar unas pequefas zonas con coloracion diferente a la habitual, lo que podria ser

signo de una lesion.

Imagen 5 Higado 107 dia 10. Se observa el higado con un dafio avanzado, la coloracién negra anormal en tejido.

Imagen 6 Bazo 107 dia 10. El bazo mostraba la misma coloracién oscura que presentaba el higado en aproximadamente el 50%

del mismo, asi como un agrandamiento anormal.
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Se registré como dafio severo debido a la coloracién y estado del tejido del dia 10 (tabla

8).

Inéculo UFC

108 107 106
CEPA/DIAS H R V H R V R
TpFIR9
24h Ho o+ -+
48h H o+ 1 . +
5d HE OHOH
104 [ PR
FIR9
24h - 10d

Tabla 8. Evaluacion de la patogenicidad de K. variicola TpF2R9. En la
tabla se muestra resaltado en color rojo la interpretacion de resultados para

higado y bazo a los 10 dias.

En el caso de los ratones que fueron inoculados con una dosis de 10°® para las 24h y

48h no se presentaron abscesos o dafio visible, para el dia 5 se observé un absceso de

pequefio tamafio, en rifibn no se observd ninguna alteracion, el bazo se mostraba

apenas de un tamafio mayor a lo normal. ElI décimo dia se observ6 una recuperacion en

los signos de infeccion que presentaban los murinos tales como pelo encrespado, poca

movilidad y respiracion acelerada, al momento de examinar los 6rganos no se

encontraron abscesos o alteracion en rifiones o bazo; sin embargo, el higado se

mostraba con una coloracion anormal la cual puede deberse al dafio crénico causado

por la infeccién. Ninguno de los ratones murié a causa de la infeccion dentro del tiempo

de este estudio (Imagen 7).
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Coloracién
anormal 10¢
UFC dia 10

Coloracién
normal

Coloracion
anormal 107
UFC dia 10

imagen 7. Comparativa de coloracion en higado. En la imagen se muestran 3 higados, donde el primero (izquierda) denota una
coloracion normal mientras que el del centro tiene una coloracion més oscura de lo normal, y el higado de la derecha muestra una
coloracién més palida de lo normal.

Este ensayo se realiz6 de la misma manera para la cepa parental K. variicola F2R9, en
este caso no se pudo determinar un dafio o alteracion visible en los 6rganos para las 3

dosis (Imagen 8).

Imagen 8 drganos sin alteracion inoculado con K. variicola F2R9. En la imagen se muestran los drganos sin alteraciones,
abscesos o dafio visible de raton inoculado a una dosis de 102 UFC de K. variicola F2R9
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7.5 Comprobacién de especie y factores de virulencia mediante PCR

7.5.1 PCR MULTIPLEX

Se tomaron muestras de higado y vesicula de raton inoculado con una dosis de 107
UFC al dia 5, para la dosis 10° se tomd Unicamente muestra de higado. Las colonias
sembradas dieron string test positivo, se les realizo PCR multiplex que confirmo que el
total, de las cepas pertenecen a la especie K. variicola (Figura 15).

Figura. 15 PCR multiplex. Carril 1. Marcador de peso molecular. Carril 2. Positivo Kpn. Carril 3 positivo Kv. Carril 4 positivo a
Kpn 'y Kv. Carril 5 negativo. Carril 6 Higado 107dia 5. Carril 7 vesicula 107 dia 5. Carril 8 Higado 10°

7.5.2 PCR para factores de virulencia rmpA - iucA

Se identifico que las cepas contenian rmpA factor responsable de conferir el fenotipo
mucoide, el gen iucA también se encontraba presente, factor de virulencia con un papel
importante en el proceso de infeccion (figura 16).

Ambos factores de virulencia se encuentran contenidos en el plasmido pLVPK.

Figura. 16 identificacion de factores de virulencia rmpA — iucA. Carril 1 Marcador de peso molecular Carril 2 positivo rmpA
Carril 3 negativo Carril 4 positivo iucA Carril 5 negativo Carril 6 Higado 107dia 5. Carril 7 vesicula 107 dia 5. Carril 8 Higado 10°
Carril 9 Higado 107dia 5. Carril 10 vesicula 107 dia 5. Carril 11 Higado 10¢
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7.5.3 ERIC-PCR
La relacion clonal se determind en la cepa parental y en la cepa recuperada de érganos
(Figura 17).

(1) (2) (3) (4) (5)  (6) (7)

—— [S—
TTELLT
‘-

Figura. 17 Eric-PCR. Carril 1 F2R9. Carril 2 higado. Carril 3 vesicula Carril 4 higado. Carril 5 TpF2R9. Carril 6 10271 Carril
710271
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8.- Discusién

Las enterobacterias comprenden universalmente el 50% de los aislados encontrados en
infecciones adquiridas en los hospitales y 80% de todos los aislados Gram-negativos.
Dentro de esta familia, el segundo género en importancia es Klebsiella spp., siendo K.
pneumoniae la especie mas estudiada y de mayor relevancia clinica (Echeverri-toro, et
al. 2010). Alrededor del mundo el interés en el género Klebsiella se debe a que ademas
de ser un causante de IAAS, recientemente se le ha relacionado con casos importantes
de incremento en la resistencia bacteriana y virulencia, lo que constituye un desafio en
las instituciones de salud al causar brotes hospitalarios en diferentes continentes con
aumento en la morbi-mortalidad. En Latinoamérica se plantea que el 30 % de las

neumonias son causadas por K. pneumoniae (Dianelys et al., 2014).

La produccion de adhesinas por Klebsiella favorece la colonizacién, lo que predispone
al desarrollo de diferentes infecciones como bacteriemia, neumonia adquirida en la
comunidad y meningitis. El sindrome de absceso hepatico (SAH) es una reaccion
secundaria en el organismo por causa de K. pneumoniae. Uno de los principales
factores de riesgo para desarrollarlo es la diabetes mellitus (Carrillo-esper et al., 2013).
El SAH se manifiesta con fiebre y malestar general, en el 50% de los casos con
ictericia, hepatomegalia y dolor en el cuadrante superior derecho. Entre los rasgos que
distinguen a este sindrome se encuentran sus complicaciones, de las que destacan la
bacteriemia y las infecciones metastasicas, que se presentan del 10-13% de los casos,
y son de especial gravedad la endoftalmitis, abscesos cerebrales y meningitis, pero

también se han descrito fascitis necrotizante e infeccién de la pared géstrica.

Las cepas de K. pneumoniae causantes del SAH se caracterizan por ser
hiperproductoras de polisacaridos, lo que les da una caracteristica especial de
hipermucosidad, la cual también ayuda a la resistencia fagocitosis por neutréfilos y
resistencia a suero no inmune (Fang et al., 2004). Los serotipos de Klebsiella causantes
de este sindrome son principalmente los K1 y en menor grado K2. El fenotipo

hipermucoviscoso del serotipo K1 de K. pneumoniae es mediado por un gen asociado a
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mucoviscosidad (magA, recientemente renombrado wzy), que es fundamental para la
sintesis de la red de exopolisacaridos. Este gen se localiza en el operon capsular de
sintesis de polisacaridos (cps). El regulador de fenotipo mucoide (rmpA) es el activador
transcripcional del locus cps wzy, mecanismo molecular que amplifica la sintesis de
polisacéaridos en el serotipo K1 de K. pneumoniae. La patogenicidad del serotipo K1 de
K. pneumoniae esta determinada no solamente por la expresion del gen wzy y la
consecuente hiperproduccion de polisacéaridos, sino también por la expresion del gen de
aerobactina. La aerobactina, considerado de los principales sideroforos para el
desarrollo de la infeccién, es un sideréforo que mantiene un flujo constante de hierro a
la bacteria, mecanismo que incrementa 100 veces su letalidad (Russo et al., 2015). De
esta manera, Klebsiella no solo evita la fagocitosis por polimorfonucleares y la accion
del complemento por la presencia de los polisacéridos, sino que es mas activa y letal al
tener un aporte asegurado de hierro; estos mecanismos se han implicado en la
patogenicidad de este serotipo y en el desarrollo del SAH. Es importante mencionar que
la mayoria de las cepas de Klebsiella causantes del SAH son sensibles a
cefalosporinas de tercera generacion y carbapenémicos. EI SAH es una infeccion
emergente adquirida en la comunidad o ambiente hospitalario, poco frecuente, pero que
debera tomarse en cuenta en el diagnostico de aquellos pacientes que presenten
bacteriemia intensa e infeccibn metastasica y que en los cultivos desarrollen K.

pneumoniae con fenotipo hipermucoviscoso (Carrillo-esper et al., 2013).

Dentro del género Klebsiella una de las especies estrechamente relacionada a
Klebsiella pneumoniae es Klebsiella variicola, especie recientemente descrita y que
hasta hace poco era errbneamente reportada como K. pneumoniae de aislamientos

clinicos debido a su gran parecido bioquimico.

Klebsiella variicola se describi6 como un enddfito de plantas no patégeno. Sin embargo,
se le comenz6 a relacionar a altos grados de mortalidad en casos de bacteriemias.

A pesar de que K. variicola se considera generalmente que es menos virulenta que K.
pneumoniae, un reciente estudio a gran escala revelé que K. variicola con frecuencia

causa infecciones potencialmente mortales graves similares a K. pneumoniae. No
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obstante, la virulencia de K. variicola sigue siendo en gran medida sin caracterizar, pero

podria ser similar a la de K. pneumoniae.

Aunque no se tienen muchos estudios sobre la virulencia de K. variicola, actualmente
han surgido reportes alrededor del mundo clasificando cepas de K. variicola
hipervirulenta. Tal es el caso de una cepa de Klebsiella variicola reportada en
Blangadesh, causante de un brote de sepsis neonatal con una alta mortalidad (54,5%)
en recién nacidos menores a 30 dias de edad, se desconocen aun los factores de
virulencia que confirieron a la bacteria su alta patogenicidad dado que los sideroforos
(yersiniabactina, aerobactina y salmochelina) estaban ausentes en esta cepa. No
obstante, se sabe que esta cepa posee un plasmido con blaNDM-1 y blaCTX-M-15 que
confieren una alta resistencia a antibioticos (Farzana et al., 2019). En contraste a este
reporte que reporta resistencia a antibidticos existe un estudio en el que se registra una
cepa de K. variicola hipervirulenta donde se demuestra que Klebsiella variicola ha sido
capaz naturalmente de adquirir un pladsmido que le confiera virulencia y resistencia a
colistina, pero es susceptible a amikacina, aztreonam, cefotaxima, ceftazidima,

gentamicina, imipenem, meropenem, sulfametoxazol y tigeciclina.

Asi como el plasmido pLVPK (originario de K. pneumoniae) el plasmido pVir_030666
reportado en la cepa K. variicola WCHKV030666 contienes los genes de virulencia
(rmpA, rmpA2, fyuA, iucABCD, iutA, iroBCDN, irpl, irp2 y yptAEPQSTUX), a excepcion
del gen gue codifica para yersianiabactina que no esta presente en el plasmido pLVPK
(Lu et al., 2018).

La adquisicion de este plasmido demuestra la existencia de cepas de K. Variicola
hipervirulentas como es el caso de la cepa transformante que fue objeto de estudio para
este proyecto.

La cepa transformante Klebsiella variicola TpF2R9 con el plasmido pLVPK demostré un
comportamiento similar a K. pneumoniae 10271 en los ensayos in vitro ya que al ser
expuesta a suero humano no inmune ésta obtuvo una mayor resistencia en

comparacion a la cepa parental F2R9 la cual es altamente susceptible a suero. De igual
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manera al ser retada a la fagocitosis por neutréfilos K. variicola demostré una mayor
resistencia a fagocitosis, esto probablemente se deba a la sobreproduccion de
exopolisacaridos, caracteristica conferida por el gen regulador de fenotipo mucoide
rmpA y rmpA2 presente en el plasmido pLVPK. Aunque K. variicola TpF2R9 obtuvo una
mayor resistencia fagocitosis también se incrementd su sensibilidad a muerte
intracelular, comportamiento muy similar a K. pneumoniae 10271 mientras que para K.
variicola F2R9 a pesar de ser altamente susceptible a fagocitosis se registro resistencia

a muerte intracelular.

Por otra parte, los experimentos de patogenicidad en modelo de ratdbn demostraron que
la cepa K. variicola TpF2R9 al tener el plasmido con los factores de virulencia iucA,
rmpA y rmpA2 tuvo la capacidad de matar a los ratones a las 24h y 48h, aunque
requiere concentraciones mucho mayores de UFC a las que requiere K. pneumoniae

para la misma tasa de letalidad.

Por medio de la necropsia realizada a los ratones fallecidos se pudo determinar el papel
de patogenicidad que tiene K. variicola TpF2R9 con un plasmido obtenido de K.
pneumoniae, lo cual nos puede dar una idea del proceso de infeccion que tendran las
cepas que obtengan factores de virulencia naturalmente como es el caso de la cepa K.

variicola WCHKV030666 mencionada anteriormente.

Durante los dias estudio se pudo observar un comportamiento similar mas no igual de
K. variicola TpF2R9 vs. K. pneumoniae 10271. Se inoculo una dosis de 102 UFC de la
cepa 10271 donde se pudo observar en los ratones fallecidos a las 24h un absceso
hepético, aunque no se mostraba mayor dafio en otros érganos, mientras que para la
cepa TpF2R9 a una dosis de 102 a las 24h se observo por igual un absceso hepatico
ademas de lesiones en rifiones a manera de hemorragias, esto puede deberse a el

papel que juegan las fimbrias de K. variicola en el proceso de infeccion.

Durante los dias siguientes del estudio se evaluaron las dosis 107 y 10¢, donde para el

primer caso a las 24h y 48h se notaba el temprano desarrollo de abscesos hepaticos y
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renal, para el dia 5 se pudo observar como el dafio hepatico habia avanzado causando
ictericia en el sujeto, absceso hepatico y renal, asi como un agrandamiento de bazo
probablemente debido al intento por compensar la infeccibn mediante la respuesta
inmune. Para el dia 10 el sujeto de prueba presentaba un dafio grave en higado,
vesicula, bazo y rifién con aparentemente necrosis en tejido, esto pudo deberse al dafio
cronico o en una falla multiorganica debido a una sepsis causada por la evolucién de la

infeccion.

Para la dosis 10° se observo una notable diferencia en la letalidad y patogenicidad de la
cepa, los ratones enfermaron y mostraron signos de haber contraido la infeccidn sin
embargo el dafio en 6rganos era menor que el registrado para las dosis 102y 107.

Se encontré un absceso de tamafio pequefio en comparacion a los encontrados en
otras dosis, a pesar de esto el ratdon se recuperd para el dia 10 no mostraba signos
externos de enfermedad, pero al examinar sus érganos se determind que existia un
dafio en el tejido hepatico debido a su coloracién, esto pudiera deberse en el dafio

causado por la bacteria a pesar de una aparente recuperacion.

Al finalizar el estudio in vivo las muestras seleccionadas (higado y vesicula 108 ictéricos,
higado con absceso 10%) fueron sometidas a analisis mediante PCR donde se
determind que la bacteria causante de la infecciéon y que fue recuperada de los 6érganos
se tratase de K. variicola TpF2R9, mediante PCR multiplex y ERIC-PCR se pudo
comprobar que se trataba de la misma que fue inoculada a raton y no adquirida de otros

medios.

El PCR para factores de virulencia, a su vez, ayudo a corroborar que la bacteria contara
aun con los genes que codifican para hipermucoviscosidad y para sideroforos
esenciales en el proceso de infeccidn, con papel importante en la patogenicidad de la
cepa, en este caso especifico la aerobactina que se ha descrito como el sideroforo con
mayor importancia para el éxito de la infeccion(Russo et al., 2015). Lo cual nos indica
que la cepa TpF2R9 fue capaz de mantener el plasmido pLVPK estable durante el

proceso de infeccion.
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9.- Conclusién

En conclusion, el estudio se centr0 en determinar el mecanismo de infeccion de
Klebsiella variicola TpF2R9 en un modelo murino. A través de una serie de objetivos
particulares, se exploré la patogenicidad de esta cepa tanto in vitro como in vivo. Se
observd que, aunque historicamente se ha considerado a K. variicola como menos
virulenta que K. pneumoniae, estudios recientes sugieren que puede causar infecciones
graves y potencialmente mortales. A través de experimentos in vitro, se demostré que la
cepa transformada de K. variicola TpF2R9, portadora de un pldsmido con genes de
virulencia, exhibio resistencia a la fagocitosis por neutrofilos y capacidad para matar a
los ratones en un modelo murino.

Los resultados de los experimentos in vivo revelaron una progresion de la infeccion, con
dafio hepatico y renal significativo, asi como la presencia de abscesos en diferentes
organos. La dosis de inoculacion afectd la letalidad y patogenicidad de la cepa, con
dosis mas altas causando un dafio mas severo. El analisis molecular confirmo6 que la
cepa recuperada de los 6rganos infectados era de hecho K. variicola TpF2R9 y que
mantenia los genes de virulencia, incluida la capacidad para producir sideréforos
esenciales para la patogenicidad.

En resumen, este estudio proporciona una comprension mas profunda del potencial
patogénico de K. variicola adquirir plasmidos de virulencia; y sugiere que esta especie
podria ser capaz de causar infecciones graves, lo que destaca la importancia de
investigar y comprender mejor la virulencia de esta bacteria emergente.

Parece inevitable que la aparicion de cepas hipervirulentas de K. variicola lo cual

conllevara un reto para la salud publica.
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10.- Perspectivas.

Estudio de mecanismos de transmision y epidemiologia: Una vez determinado el
mecanismo de infeccion en K. variicola TpF2R9 en modelos murinos, seria crucial
investigar como estas cepas se transmiten en entornos clinicos y comunitarios. Se
deberia realizar un seguimiento epidemiologico para comprender mejor la propagacion

de cepas hipervirulentas y su impacto en la salud publica.

Identificacion de nuevos factores de virulencia: A medida que se profundiza en el
estudio de la virulencia de K. variicola, es importante identificar posibles nuevos factores
de virulencia que puedan contribuir a su patogenicidad. Esto puede incluir la busqueda
de genes adicionales en pladsmidos o cromosomas bacterianos que puedan estar

implicados en la virulencia y resistencia a los antibioticos.

Desarrollo de estrategias de prevencion y control: Basado en los hallazgos de este
estudio y futuras investigaciones, se deben desarrollar estrategias de prevencion y
control dirigidas a reducir la transmision de cepas hipervirulentas de K. variicola. Esto
puede incluir medidas de control de infecciones en entornos de atencion médica y
campafas de concientizacién sobre la importancia de la higiene y el uso adecuado de

antibioticos.

Vigilancia continua de la resistencia antimicrobiana: Es esencial mantener una vigilancia
continua de la resistencia antimicrobiana en cepas de K. variicola, especialmente en lo
que respecta a la adquisicion de genes de resistencia a antibiéticos. Esto ayudara a
informar las decisiones de tratamiento clinico y de salud publica relacionadas con el uso

de antibidticos.
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