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Resumen y Abstract IX

Resumen

Analisis genémico comparativo de aislamientos clinicos de Klebsiella
pneumoniae productores de Carbapenemasas en pacientes con y sin SARS-

CoV2 de la ciudad de Bogota durante el periodo de pandemia

Durante la pandemia de COVID-19 se detectaron en los pacientes afectados por SARS-
CoV-2 K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos, lo que conduce a desenlaces fatales
y desafios para la resistencia antimicrobiana. En nuestro estudio, realizado en un hospital
durante un periodo de la pandemia, se obtuvo la comparacion epidemiolégica y gendmica
de dos grupos de CRKP: 14 y 25, aisladas respectivamente de 10 y 19 pacientes COVID-
19 y sin COVID-19; resaltando que las primeras CRKP fueron mas resistentes frente a 3-
lactamicos como cefoxitina, pero menos resistentes frente a trimetoprim/sulfametoxazol y
ciprofloxacina que las segundas CRKP. Fueron detectados 75 genes en todos los
aislamientos del estudio; se presentaron coproducciones de genes relacionados con
carbapenemasas en algunos de los genomas, la Kp082 tenia: NDM-1, KPC-3, GES-2,
OXA-2 una combinacién no reportada en K. pneumoniae. Se observé la diversidad
genética de los dos grupos de aislamientos del estudio, dada por la presencia de variedad
de STsy el arbol filogenético basado en los SNPs del core, donde se evidenci6 que 43,6%
de las CRKP pertenecientes a los dos grupos de estudio presentes en el clado IV se
asignaron a ST1082. Ademas, revelo que los pacientes 7, 19 y 8 presentaban aislamientos
distribuidos en diferentes clados y como el resistoma presente en las CRKP aun de un
mismo clon era variable. Estos hallazgos resaltan la necesidad de dirigir acciones para
mejorar continuamente los protocolos de prevencion, control de infecciones y programas

de administracion de antimicrobianos a fin de frenar la expansién de CRKP.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, Carbapenemasas, COVID-19, Clones,
Klebsiella pneumoniae, Infecciones intrahospitalarias, Secuenciacion de genoma

completo.



Abstract

Comparative genomic analysis of clinical isolates of Carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae in patients with and without SARS-CoV2 in the city of

Bogota during the pandemic period

During the COVID-19 pandemic, carbapenem-resistant K. pneumoniae were detected in
SARS-CoV-2-affected patients, leading to fatal outcomes and challenges to antimicrobial
resistance. In our study, carried out in a hospital during a period of the pandemic, the
epidemiological and genomic comparison of two groups of CRKP was obtained: 14 and 25,
isolated respectively from 10 and 19 COVID-19 and non-COVID-19 patients; highlighting
that the first CRKPs were more resistant against B-lactams such as cefoxitin, but less
resistant against trimethoprim/sulfamethoxazole and ciprofloxacin than the second CRKPs.
75 genes were detected in all the study isolates; co-productions of genes related to
carbapenemases were present in some of the genomes, Kp082 had: NDM-1, KPC-3, GES-
2, OXA-2, a combination not reported in K. pneumoniae. The genetic diversity of the two
groups of isolates in the study was observed, given the presence of a variety of STs and
the phylogenetic tree based on the SNPs of the core, where it was evidenced that 43.6%
of the CRKPs belonging to the two groups of study present in clade IV were assigned to
ST1082. In addition, it revealed that patients 7, 19 and 8 had isolates distributed in different
clades and that the resistome present in the CRKP even from the same clone was variable.
These findings highlight the need for targeted actions to continually improve infection
prevention, control protocols, and antimicrobial stewardship programs to curb the spread
of CRKP.

Keywords: Antimicrobial resistance, Carbapenemases, COVID-19, Clusters,

Klebsiella pneumoniae, nosocomial infections, Whole genome sequencing.
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Introduccion

Muchas enfermedades han sido catalogados a lo largo de la historia como amenazas tales
como el ébola, zika, dengue, chikungunya e influenza entre otras; gracias a las estrategias
de salud publica, al desarrollo y administracion de medicamentos o vacunas, estas

enfermedades se han logrado controlar y erradicar.

Motivo de preocupacién actual, son patégenos como el SARS-CoV-2, que a corte del 09
de Agosto del 2022, habia causado un numero de muertes reportadas a nivel mundial de
6.416.023 (Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2022). Mientras que en Colombia,
para el 04 de Agosto del 2022, este virus daba cuenta de unas 141.075 personas fallecidas,
siendo Bogota D.C donde se presentaron mas casos y la ocupacién mas alta en UCI
(Instituto Nacional de Salud [INS], 2022).

Las Enterobacterias multirresistentes productoras de carbapenemasas como K
pneumoniae, causantes de infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS), requieren
de acciones urgentes como la investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos para
evitar su expansion, por lo que han sido clasificadas dentro de una prioridad critica (OMS,
2017).

Segun los Centros para el control y la prevencion de enfermedades (CDC, 2019) para el
afio 2017, estas bacterias dan cuenta de una alta mortalidad en los pacientes, asi como
de los altos costos de la atencidn intrahospitalaria en salud derivado de la problematica
de la resistencia antimicrobiana (AMR). Algunos autores plantean que quizas alrededor de
2,4 millones de personas podrian morir (Organizacién para la cooperacioén y el desarrollo
econémicos [OECD], 2018).

En Colombia, segun el informe mas reciente realizado por el Instituto Nacional de Salud
(INS, 2019), en muestras de Enterobacterias procedentes de los laboratorios de salud

publica del pais se detectaron 1375 Enterobacterias productoras de las carbapenemasas,
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siendo las de tipo KPC y NDM las mas frecuentemente encontradas, seguidas de VIM,
GES, IMP y OXA-48 en orden respectivo de prevalencia;, ademas, se reportd la
coproducciéon de carbapenemasas en 86 de estas Enterobacterias; lo cual evidencia la
necesidad de la deteccion oportuna de estos microorganismos con el fin instaurar un
tratamiento efectivo en los pacientes teniendo en cuenta los programas de administracion

de antimicrobianos (Canton et al., 2020).

Estudios a nivel mundial y en Colombia han contribuido de manera eficaz a una mejor
comprension y caracterizacidn clinica, epidemiologica y gendmica de los aislamientos de
Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasas (CRKP) a nivel intrahospitalario.
En el marco de la actual pandemia, se ha documentado la presencia de coinfeccion de
diferentes microorganismos como virus, hongos y bacterias en pacientes con COVID-19;
es asi como el 91,8% de los pacientes hospitalizados infectadas con SARS-CoV-2, la
mayoria de ellos en estado critico, también lo estan con bacterias como Klebsiella

pneumoniae (X. Zhu et al., 2020).

Estudios basados en secuenciacién de genoma completo (WGS) realizados durante la
pandemia evidencian la deteccion de K. pneumoniae productoras de carbapenemasas
KPC y OXA-48 en ltalia (Arcari et al., 2021); asi como de bacterias como estas productoras
de carbapenemasas NDM-1, causantes de un brote en una unidad de cuidados intensivos
(UCI), en Francia en pacientes con COVID-19 (Amarsy et al., 2021).

Segun se ha documentado, el periodo de pandemia, fue un periodo propicio para la
propagacion de las CRKP con distintas caracteristicas epidemioldgicas, moleculares y de
resistencia. Es asi como en Australia entre septiembre del 2021 a octubre del 2021
(Howard-Jones et al., 2022) y en Francia durante el tercer pico de la pandemia entre marzo
y mayo del 2021 (Amarsy et al., 2021) se observaron relaciones clonales entre CRKP
aisladas de pacientes COVID-19 y CRKP aisladas del medio ambiente mediante la

utilizacion de los SNPs del core.

Por lo tanto, es importante mejorar la capacidad de respuesta intrahospitalaria durante la
pandemia, se hace necesario el uso de herramientas diagndsticas oportunas de
epidemiologia molecular como WGS, que permitan obtener el genoma completo de los

aislamientos clinicos circulantes como K. pneumoniae resistente a carbapenémicos vy
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realizar estudios gendmicos comparativos, con el fin de que se tomen las medidas
respectivas de mejora continua que puedan mitigar la probabilidad de colonizacion o
infeccién por CRKP en pacientes sin COVID-19, asi como la aparicién de coinfecciones o

infecciones secundarias causadas por CRKP en pacientes COVID-19.

Dado lo anteriormente expuesto y los limitados estudios en Latinoamérica acerca de las
infecciones o coinfecciones senaladas previamente e incluso de estudios gendmicos
comparativos de CRKP circulantes durante la pandemia, el presente estudio permite
comparar los diversos factores epidemioldgicos y clinicos, ademas, el resistoma y las
relaciones gendmicas presentes en Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos
aisladas de pacientes con y sin COVID19 recolectadas durante el periodo de pandemia,
comprendido entre el 11 de Marzo de 2020 y el 12 de Julio del 2021, en un hospital de
Bogota D.C.






1.0bjetivo General

Comparar el Genoma presente en los aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes
a carbapenémicos presentes en pacientes con diagndstico de COVID-19 con el Genoma
de aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos en pacientes sin

COVID-19 obtenidos durante el periodo de la pandemia en un Hospital de Bogota.

1.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar fenotipicamente cada uno de los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae resistentes a carbapenémicos que se aislen en pacientes con y sin
diagnéstico de COVID-19.

2. Secuenciar los aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a

carbapenémicos encontrados en pacientes con y sin diagnéstico de COVID-19.

3. Describir los elementos genéticos de resistencia presentes en los genomas de los

aislamientos secuenciados previamente.

4. ldentificar la variacién de los elementos genéticos como el pangenoma y el
resistoma de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a
carbapenémicos aislados en pacientes coinfectados con SARS-CoV-2 con
respecto a cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos

aisladas en pacientes sin esta coinfeccion






2.Estado del Arte

2.1 Coronavirus SARS-CoV-2

Los origenes del SARS-CoV-2 han sido relacionados a diciembre de 2019, con localizacion
geografica en la provincia de Wuhan, China (N. Zhu et al.,, 2020). Este es un virus
perteneciente a la familia de los B-coronavirus, que posee ARN monocatenario de sentido
positivo, causante de la enfermedad llamada COVID-19. Se trata de una neumonia que
afecta a los pacientes de una manera critica y es de facil trasmision (Guo et al., 2020),
cuya declaracién oficial de pandemia, fue dada el 11 de Marzo del 2020 (World Health

Organization, 2020).

La enfermedad se puede manifestar en pacientes con cuadros asintomaticos leves,
moderados, severos o criticos (X. Zhu et al., 2020); factores como la edad avanzada, el
sexo, las comorbilidades como los problemas cardiacos, la hipertension, la diabetes,
enfermedades renales y enfermedades respiratorias se relacionan con la mortalidad de los
pacientes por COVID-19 (Sepandi et al., 2020).

Derivado de la infeccion por SARS-CoV-2 se pueden presentar una serie de
complicaciones graves que comprometen el estado clinico del paciente y que podrian
conllevar al aumento de las tasas de mortalidad; es asi como la produccion de citoquinas
y otros mediadores inmunoldgicos son factores claves que se producen en respuesta a la
infeccion virica, conduciendo a la instauracion de una respuesta inflamatoria generalizada

en el huésped (Huang et al., 2020).

Ademas, el tropismo del virus, lo hacen propenso a afectar otros 6rganos y sistemas, lo
que conduce al establecimiento de una falla multiorganica, acompafiada en ocasiones de
alteraciones en los valores de las pruebas de la coagulacién como el Dimero-D y el tiempo
de protrombina (Huang et al., 2020; Guo et al., 2020).
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2.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo que no
presenta flagelos, por lo tanto carece de movilidad. Es un bacilo gramnegativo, el cual
ademas, fermenta lactosa lo que se puede evidenciar por la presencia de colonias rosa en
el agar MacConkey. Dentro de sus caracteristicas fenotipicas se destaca que en los
medios de cultivo, los aislamientos poseen un crecimiento de apariencia mucosa, debido
a la produccién de la capsula, la cual es codificada en el locus sintesis de polisacarido
capsular (cps), que junto con el lipopolisacarido le confieren a la bacteria la propiedad de
evadir la respuesta inmune mediada por fagocitosis (Samanta & Bandyopadhyay, 2020;
Martin & Bachman, 2018).

Estudios bioinformaticos derivados de WGS han demostrado que esta bacteria comprende
tanto un genoma central como de uno accesorio, este ultimo, asociado a la presencia de
elementos genéticos moviles, donde se albergan muchos de los genes responsables de
los mecanismos de virulencia y resistencia a antibiéticos (Holt et al., 2015, Martin &
Bachman, 2018). La virulencia y la resistencia permiten clasificar a Klebsiella pneumoniae
en cepas de tipo nosocomial y comunitario, segun el ambiente donde se adquieren y las
enfermedades que generan. Las cepas nosocomiales también conocidas como (cKP) son
mas resistentes a antibidticos B-lactamicos en comparacion con las cepas hipervirulentas
(hvKP) (Wu et al., 2017).

Los mecanismos de virulencia y resistencia en esta bacteria, le confieren la habilidad para
sobrevivir en diversos ambientes y colonizar las superficies mucosas de los animales, pero
también de los seres humanos sanos, haciendo parte de su microbiota en sitios como el
tracto gastrointestinal, la piel, la nariz, la garganta, lo que hace de este microorganismo
uno de los principales causantes de enfermedades intrahospitalarias oportunistas tales
como sepsis, infecciones urinarias, del tracto respiratorio, infecciones de heridas en
pacientes con enfermedades de base o inmunocomprometidos (Holt et al., 2015; Martin &
Bachman, 2018).
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2.3 Mecanismos generales de resistencia a antibiéticos
presentes en Klebsiella pneumoniae

Las bacterias han desarrollado a través de su evolucién distintos mecanismos de
adaptacion para sobrevivir tales como la produccién de mecanismos de resistencia a
antibiéticos como la inactivacion de antibidticos, permeabilidad reducida a antibiéticos
dada por porinas, bombas de eflujo, alteracién o modificacion del sitio blanco que dotan a
la bacteria de la capacidad de resistencia no solo a B-lactamicos sino a diversas otras

clases de antibiéticos (Navon-Venezia et al., 2017; Suarez & Gudiol, 2009).

El primer mecanismo y el mas conocido implicado en la resistencia a antibiéticos en K.
pneumoniae es la inactivacion de antibidticos dada por la produccion de enzimas
modificadoras de antibidticos, dentro de las cuales las mas conocidas son las [3-
lactamasas que se encargan de hidrolizar un anillo B-lactamico, que poseen dentro de su
estructura principal una clase de antibioticos denominados B-lactamicos, con el propdsito

de impedir su funcién (Suarez & Gudiol, 2009).

Es de resaltar, que dentro de las B-lactamasas, hay una clasificacién denominada
carbapenemasas, enzimas que poseen un espectro de actividad ampliado capaces de
hidrolizar los antibiéticos denominados carbapenémicos; existen 3 clases de estas
enzimas segun la clasificacidén propuesta en sus inicios por Ambler: la clase A donde se
encuentran las serincarbapenemasas como KPC; la clase B o también denominadas
metalo-B-lactatamasas que comprenden las NDM-1, VIM-1 y IMP-1 y la clase D u
oxacilinasas, dentro de la cual las enzimas OXA-48 y OXA-23 son las mas representativas
(Wilson & Toérok, 2018; Pitout et al., 2015; Bush & Jacoby, 2010).

Ademas, dentro del mecanismo de inactivacion de antibiotico, existen otras enzimas que
tienen funciones de acetilacidon, adenilacion, fosforilacion e incluso metilacion involucradas
en la resistencia a otros antibiéticos como los aminoglucdésidos en K. pneumoniae; Es asi,
como se conoce de el gen AAC(6')-Ib-cr relacionado con la producciéon de una enzima que
media acetilacion y que produce resistencia no solo a aminoglucésidos sino también a

quinolonas (Navon-Venezia et al., 2017).
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El segundo mecanismo de resistencia esta relacionado con la permeabilidad disminuida
de la membrana externa y con ello la disminucion en la absorcién del antibiético B-
lactamico hacia al espacio periplasmico, mediado principalmente por porinas; en K.
pneumoniae la mutacién de los genes que codifican las porinas, la sobreproduccion de
ellas o la eliminacién de las mismas entre otros son los mecanismos de los que se valen
estas bacterias para evitar la accién de los antibiéticos (Suarez & Gudiol, 2009); ademas,
existen otras porinas en este microorganismo que causan resistencia a varias clases de
antibioticos, KpnO es un ejemplo de ello, e una porina conocida, que causa resistencia

frente a aminoglucdsidos (Navon-Venezia et al., 2017).

Por otra parte, el tercer mecanismo de resistencia a antibidticos esta relacionado con la
presencia de bombas de eflujo, las cuales permiten expulsar los antibiéticos p-lactamicos
hacia el exterior de la bacteria (Suarez & Gudiol, 2009); También, se ha encontrado
resistencia hacia los aminoglucoésidos en K. pneumoniae relacionada con la presencia de
bombas de flujo conocidas tales como: AcrAB-TolC y KpnE, KpnF; similar, se han
encontrado la resistencia hacia quinolonas mediada por bombas de eflujo como OgxAB

(Navon-Venezia et al., 2017).

Por ultimo, el mecanismo de modificacion o alteracion en el sitio blanco es causante de la
resistencia frente a B-lactamicos de algun modo mediante la produccion en la bacteria de
mutaciones en los genes que codifican las dianas farmacologicas de estos antibiéticos, las
denominadas proteinas fijadoras de pencilinas (PBP), a fin de evitar que los B-lactamicos
alcancen estas diana farmacoldgicas y eventualmente degraden la pared celular
bacteriana (Suarez & Gudiol, 2009). Este mecanismo ademas, esta asociado con la
resistencia a las quinolonas en K. pneumoniae mediado por la modificacion de las
subunidades gyr Ay gyrB de la ADN girasa y las subunidades parC y par E de la
topoisomerasa 1V, al igual que por la produccién de genes gnr (Navon-Venezia et al.,
2017).
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2.4 Panorama general de la resistencia a antibiéticos en
aislamientos de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos

Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos es un patégeno ampliamente
distribuido a nivel mundial (Tabla 2-1), que segun la epidemiologia molecular los tipos mas
frecuentes son distintas variantes de KPC, OXA, NDM, IMP y VIM, las cudles se diseminan
gracias a elementos genéticos moviles como los integrones, especialmente los de clase |;
los plasmidos como IncA/C,N, IncFll, IncL/M y los transposones como Tn4401, Tn1999
(Lomonaco et al., 2018; Pitout et al., 2015).

Tabla 2-1:

productores de carbapenemasas y sus caracteristicas.

Principales carbapenemasas presentes en aislamientos de K. pneumoniae

carbapenémicos
(débil)

Tipo de enzimas Espectro de Inhibidores Areas de Epidemiologia
(clase) y ejemplos actividad endemicidad molecular
MBLs(B): NDM-1, | Penicilinas, Quelantes de | Japon (IMP), | Plasmidos
IMP, VIM cefalosporinas, metal  ejemplo: | Taiwan (IMP), | IncA/C,N (NDM),
cefamicinas, EDTA, acido | subcontinente integrones de
carbapenémicos dipicolinico Indio (NDM), | clase | (VIM, IMP)
Estados
Balcénicos
(NDM), Grecia
(VIM)
KPCs(A): KPC-2,-3, | Penicilinas, Acido clavulanico | Estados Unidos, | Tn4401,  IncFlI,
otras cefalosporinas, (débil), Grecia, ltalia, | plasmidos,
cefamicinas, tazobactam Israel, China, | CC258
carbapenémicos (débil), acido | Brasil, Colombia,
borénico, Argentina
aviabactam
OXA-B-lactamasas | Penicilinas, Nacl Turquia, Norte de | Tn1999,
(D): OXA-48,0XA- | temocilina, Africa plasmidos IncL/M
181, OXA-204, | combinaciones de (Marruecos,
OXA-232 inhibidor de B- Tanez), Europa
lactamasa, (Espania, Bélgica)

Tomado y modificado de (Pitout et al., 2015)
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En el afio 2017 un reporte indicé que de 117 cepas de Klebsiella pneumoniae, la mayoria
96.8%, eran portadoras del gen KPC (Remolina Granados y Escobar Castafno, 2017), de
hecho Colombia es endémico en KPC, a pesar de que se han reportado otros genes
asociados a la produccion de varias carbapenemasas tales como: NDM-1, NDM-9, VIM-2,
VIM-4 y VIM-24 presentes en K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos (Saavedra et
al., 2021).

La circulacion intrahospitalaria de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos con
caracteristicas gendmicas como las descritas esta relacionada al aumento de los perfiles
de resistencia a los antibioticos; en Europa para 2018 la resistencia de K. pneumoniae a
cefalosporinas de tercera generacion fue de un 31,7%, mientras que para los
carbapenémicos fue de un 7,5 %, siendo en Grecia donde se presentaba el mayor grado
de resistencia a carbapenémicos (Centro Europeo para Prevencion y el Control de
Enfermedades [ECDC], 2018). En Colombia segun el informe mas reciente del INS la tasa
de resistencia de K. pneumoniae a carbapenémicos en el servicio UCI que se report6 fue
de un 15,6% (INS, 2019).

En la (Figura 2-1) se esquematiza como K. pneumoniae acumulan genes asociados a los
cuatro mecanismos de resistencia antibioticos relacionados con la produccion de B-
lactamasas de espectro extendido (BLEEs) y carbapenemasas. A su vez se observa que
estas K. pneumoniae se clasifican en grupos denominados clones de expansién de alto
riesgo segun la caracterizacién molecular por Tipificacién de secuencias multilocus
(MLST). Se ha reportado que el grupo clonal CG258 al que pertenecen los secuencio tipos
ST258, ST11 y ST512 es el causante de la mayoria de brotes causados por este

microorganismo (Navon-Venezia et al., 2017).

Existen muchos otros STs que en su mayoria se han descrito Internacionalmente en K.
pneumoniae a parte de los mencionados previamente como ST147, ST14, ST101, ST307
y ST15 (Lomonaco et al., 2018; Navon-Venezia et al., 2017). En Colombia se han reportado
CRKP pertenecientes a diversos complejos clonales como CG258, CG147, CG152,
CG14/15, CG307, CG17/CG20, CG13, CG76, CG39, CG45, CG70 y CG25, cada uno de

los cuales agrupan sus propios linajes de STs (Saavedra et al., 2021).
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Figura 2-1: Caracteristicas de la aparicién y propagacion de MDR y XDR Klebsiella
pneumoniae y genes de antibibtico resistencia.
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Es de resaltar que el entorno clinico propicia la diseminacion de diferentes complejos
clonales como los mencionados, pero también, son muy importantes otras rutas como las
condiciones medioambientales (Navon-Venezia et al., 2017), es asi como por ejemplo se
conoce de la diseminacién de aislamientos de Klebsiella pneumoniae portadoras de el gen
KPC en aguas residuales de los hospitales (Meir-Gruber et al., 2016), lo cual es importante
a nivel de salud publica, pues se convierten microrganismos de facil adquisicion y de facil

transmisidon en la comunidad.

2.5 Secuenciacion del genoma completo (WGS)

Los ensayos de rutina en los laboratorios de microbiologia para la identificacion y la
obtencién de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos bacterianos
requieren de tiempo y esfuerzo. Se ha demostrado que hay concordancia entre los datos
genomicos de K. pneumoniae aportados por los analisis basados en los estudios de WGS
y la susceptibilidad fenotipica determinada rutinariamente en los laboratorios (Shelburne
et al., 2017).

Actualmente, los métodos de secuenciacion de nueva generacion son capaces de producir
muchas secuencias con bastante rapidez y a bajo costo asequibles para la comunidad
cientifica que trabaja a nivel genémico y molecular con microorganismos, haciendo que la
WGS junto con las herramientas bioinformaticas posibiliten la deteccion del resistoma, los
elementos genéticos moviles, el viruloma, asi como la realizacion de estudios de gendmica
comparativa, facilitando el seguimiento epidemiolégico de precision de aislamientos
multirresistentes como Klebsiella pneumoniae causantes de brotes intrahospitalarios
(Hernandez et al., 2020).

2.6 Coinfecciones de SARS-CoV-2 con K. pneumoniae

Se ha documentado que enfermedades causadas por virus como SARS-CoV, MERS-CoV
y el AH1N1 estan relacionadas con la aparicidon de coinfecciones e infecciones secundarias
con otros patégenos como bacterias (Manohar et al., 2020; Hoque et al., 2021). Es asi
como durante el brote del virus de influenza A (H1N1) hacia el afio 2009 se encontraron
coinfecciones con bacterias como Mycoplasma pneumoniae, Staphylococcus aureus y

Klebsiella pneumoniae (Dhanoa et al., 2011).
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Estudios realizados durante pandemia en todo el mundo reportan el aumento de las
coinfecciones con K. pneumoniae productoras de carbapenemasas en pacientes COVID-
19 (Amarsy et al., 2021; Gomez-Simmonds et al., 2020; Garcia-Menifio et al., 2021;
Arteaga-Livias et al., 2022). La incidencia de Klebsiella pneumoniae KPC en pacientes
COVID-19 aumenté durante un periodo de pandemia comprendido entre marzo a abril del
2020 en ltalia (Tiri et al., 2020). En Colombia un estudio realizado en pacientes con
diagnéstico de  COVID-19 durante el ano 2020 encontré que la prevalencia de
sobreinfeccion bacteriana en pacientes con COVID-19 fue de 49,6%, estando K.
pneumoniae dentro de los microorganismos mas frecuentemente encontrados (Catafo-
Correa et al., 2021).

Se ha visto como las tasas de morbilidad y mortalidad fueron altas en los pacientes con
coinfecciones durante la pandemia (Manohar et al., 2020; Medrzycka-Dabrowska et al.,
2021; Hoque et al., 2021; X. Zhu et al., 2020), esto se podria relacionar a factores causales
posibles como fisiopatologia del virus, factores de riesgo propios del hospedero y

medioambientales.

El establecimiento de la infeccién por SARS-CoV-2 conduce al dafio del tracto respiratorio
alterando la secrecion de moco, la funcién ciliar y el intercambio gaseoso; ademas, se ha
visto como el virus deprime el sistema inmunoldgico al propiciar el dafio de los linfocitos B
y T, Natural Killer (NK) y a la produccion de citoquinas (Manohar et al., 2020; Hoque et al.,
2021); asi como también, el virus causa que la microbiota comensal del tracto
gastrointestinal disminuya, de esta manera es probable que la infeccion viral acelere el
proceso de colonizacion y establecimiento de infecciones secundarias por K. pneumoniae

resistentes a carbapenémicos que son oportunistas (Hoque et al., 2021).

Por otra parte, son los pacientes COVID-19 con estancia prolongada en UCI, con otros
factores de riesgo como comorbilidades, edad avanzada, en tratamiento con
medicamentos como antibidticos, inmunomoduladores y con tratamientos invasivos,
quienes adquieren facilmente estas coinfecciones (Sepandi et al., 2020; Huang et al., 2020;
Manohar et al., 2020; Hoque et al., 2021; Catafio-Correa et al., 2021).

Algunos investigadores han indicado que el uso incorrecto de los protocolos de prevencion

y control de infecciones y la falla de los programas de administracién de antibiéticos
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utilizados ampliamente de manera preventiva y como tratamiento, pueden ser otras de las
posibles causas del surgimiento de las coinfecciones durante la pandemia (Arteaga-Livias
et al., 2022; Catafno-Correa et al., 2021; Howard-Jones et al., 2022; Amarsy et al., 2021;
Manohar et al., 2020; Nori et al., 2020).
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3.1 Diseino y criterios de inclusion de aislamientos de
CRKP en el estudio

Este es un estudio de corte trasversal, a partir del cual se seleccionaron aislamientos de
K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos (CRKP) de 29 pacientes, los cuales
ingresaron entre el 02 de enero del 2020 y el 10 de julio del 2021, en un hospital de tercer
nivel de la ciudad de Bogota D.C. Los pacientes correspondian a dos grupos, un grupo
conformado por pacientes que hubieran ingresado al hospital con diagndstico clinico de
COVID-19 y/o con una prueba de PCR o Ag positivo para SARS-CoV-2 o que hubieran
desarrollado esta enfermedad de manera intrahospitalaria posterior a su admision;
mientras que el otro grupo comprendia aquellos pacientes negativos para COVID-19 desde

el ingreso y hasta la recoleccién del aislamiento.

Se tuvieron en cuenta aspectos sociodemograficos y clinicos de los pacientes como: la
edad, género, desenlace; las fechas de ingreso al hospital del paciente, de realizaciéon de
las pruebas diagnésticas y de aislamiento de las K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos (CRKP); ademas, del tipo de muestra de la que se obtuvieron estos
aislamientos, el servicio donde se encontraba el paciente al momento de la recoleccion
de la muestra, asi como los antibiéticos previos administrados a la infeccién por CRKP,

datos que fueron obtenidos a través de las historias clinicas.

También se obtuvo la firma del consentimiento informado para cada paciente. Es de
resaltar que este estudio se encontraba dentro del macroproyecto denominado:
diagnostico molecular de resistencia y virulencia y seguimiento epidemiolégico de
bacterias Gramnegativas multirresistentes causantes de IAAS basado en secuenciacion
del genoma completo (WGS) y datos sociodemograficos y clinicos. Proyecto financiado

por Colciencias (Convocatoria 896-2018 “Invitacion para presentar proyectos de CTEI en
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Salud) proyecto cédigo 110189666234, contrato 737-2018 y fue aprobado por el comité de
ética del hospital segun acta: CEl-comp-2019-09-03.

3.2 Recoleccion e identificaciéon de los aislamientos de
K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos

Se recolectaron y seleccionaron en el laboratorio del hospital, durante un periodo de la
pandemia por COVID-19, comprendido entre el 11 de marzo de 2020 y el 12 de julio del
2021, 39 aislamientos de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas (CRKP)
que provenian de los cultivos de muestras de 29 pacientes. Los 29 aislamientos
correspondian a 14 CRKP aisladas de pacientes COVID-19 y 25 CRKP de pacientes sin
COVID-19.

Los aislamientos fueron identificados en el laboratorio del hospital y alli les fueron
realizadas las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para detectar las concentraciones
minimas inhibitorias (MICs), a través de la utilizacion del equipo automatizado PhoenixTM
100 (BD, Becton-Dickinson USA), acorde con las guias del Instituto de estandares de
Laboratorio Clinico (CLSI, 2020). Unicamente algunos aislamientos contaban con las
respectivas pruebas confirmatorias fenotipicas de resistencia a carbapenemasas como la
prueba de inactivacion de carbapenémicos modificado, prueba de EDTA, prueba de acido
borénico y /o Carba NP test; acorde con las directrices de los estandares del CLSI
mencionados, todos los aislamientos debian ser resistentes fenotipicamente a uno o varios

de los antibidticos carbapenémicos testeados como imipenem, meropem y ertaenem.

Solo se tuvieron en cuenta los antibidticos testeados en todos los aislamientos para realizar
los analisis de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y el calculo de las tasas de
resistencia. En el laboratorio del hospital no fueron testeados todos los antibidticos en
todos los aislamientos, porque eso dependia de los protocolos establecidos por los comités

de infecciones, el sitio de infeccidn, asi como las directrices del CLSI.

3.3 Transporte y criopreservacion de los aislamientos

Los aislamientos fueron transportados desde el hospital al laboratorio de epidemiologia
molecular (EPIMOL) ubicado en el IBUN (Instituto de Biotecnologia) de la Universidad

Nacional de Colombia en medio de transporte Cary Blair (Thermo Scientific™ Oxoid™,
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2020); fueron recuperados y aislados en un medio BHI, incubados por 24 horas a
temperatura de 37°C, con el objetivo de obtener un cultivo puro del microorganismo que
posteriormente se inoculd en crioviales previamente preparados de medio Skim Milk
(Thermo Scientific™ Oxoid™, 2020), los cuales fueron criopreservados a -80°C en el

ultracongelador perteneciente al Laboratorio EPIMOL.

3.4 Identificacidn microbiolégica de los aislamientos

Los aislamientos pertenecientes a K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos fueron
sembrados en agar BHI (Thermo Scientific™ Oxoid™, 2020) y MacConkey (Thermo
Scientific™ Oxoid™, 2020) para su aislamiento y posterior identificacién en el laboratorio
EPIMOL. A partir del medio BHI se realiz6 la prueba de cuerda String test (Shon et al.,
2013) segun la cual las colonias con produccion de hipermucoviscosidad son aquellas que
forman una cuerda viscosa de mas de 5 mm de largo, caracteristica indicativa de
aislamientos de K. pneumoniae hipervirulentas; posteriormente a partir de los aislamientos
puros obtenidos en el medio BHI se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: TSI,
Citrato de Simmons, SIM (Sulfuro, indol, Motilidad) y urea para la confirmacién de los
aislamientos CRKP (Thermo Scientific™ Oxoid™, 2020).

3.5 Extraccion del ADN genémico de las K. pneumoniae
resistentes a carbapenémicos

Para la realizacion de este paso se tomé 1 colonia de cada aislamiento de K. pneumoniae
y se inoculd en un tubo que contenia 5 ml de caldo BHI, dejandose en overnight con
agitacién constante a 200 rpm y una temperatura de 37°C aproximadamente, por 16-18
horas. Posteriormente, 4ml del contenido de cada tubo fueron pasados a 2 tubos falcon,
2ml por cada tubo, los cuales fueron centrifugados a 14000 rpm por 5 minutos a una
temperatura de 4°C, para obtener el pellet de cada K. pneumoniae que inmediatamente se
proces6 con el kit de la casa comercial Invitrogen, PureLink® Genomic DNA Mini Kit,

siguiendo las especificaciones del inserto (Invitrogen, 2020).

La cuantificacion en ng/ml del DNA extraido se llevo a cabo fluorométricamente con el
equipo Qubit 2.0 (Thermo Fisher scientific); mientras que el espectrofotometro Nanodrop
ND-2000C (Thermo Fisher scientific) permitié la evaluacién de la calidad y pureza del ADN

a través del analisis de las relaciones de absorbancia 260/280 nmy 260/230 nm.
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Por ultimo, previo a la preparacion de las librerias se llevd a cabo la evaluacién de la
integridad del ADN mediante un corrido electroforético en condiciones de 84 V por 40 min,
tanto del ADNg de los aislamientos de K. pneumoniae, como del marcador de peso
HyperLaddermv 1 kb Plus (Bioline), en gel de agarosa al 1%, la cual fue preparada
previamente en un buffer TBE (Tris Borato EDTA) de concentracién 0,5X. La visualizacién
de las bandas marcadas con SYBER safe, se realiz6 en el fotocumentador Molecular

Imager® Gel Doc™ XR System (BIO-RAD) haciendo uso del programa Image Lab 6.0.

3.6 Secuenciacion del ADNg de los aislamientos de K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos

Una vez verificada la calidad e integridad del ADNg de cada uno de los aislamientos, se
realizé la preparacion de librerias de secuenciacion mediante la utilizacién del kit Nextera
Flex DNA Library Prep y Nextera Flex Index Kit (24 Indices), siguiendo las especificaciones
del fabricante (lllumina, 2020).

Por su parte concentraciones de las librerias se obtuvieron utilizando el equipo Qubit 2.0 y
el tamafo promedio de las mismas, utilizando el analizador de fragmentos Bioptic Qsep
100 (Bioptic, 2020) datos con los cuales se realiz6 el pool de secuenciacion con todas las
librerias, su desnaturalizacién y la posterior secuenciacion, utilizando MiSeq Reagent Kit
v3 (600 ciclos) y el secuenciador Illlumina MiSeq, siguiendo las indicaciones del fabricante
(Mlumina Inc.,San Diego,CA,USA) .

3.7 Analisis bioinformatico

Se desarroll6 a través de la ejecucidn de un pipeline disefiado por el grupo de
bioinformatica del IBUN, que involucra una serie de pasos y programas bioinformaticos
que se mencionan a continuacion; posterior a esos analisis se llevé a cabo el analisis del
resistoma, la Tipificacion de Secuencias Multilocus y la construccion de un arbol

filogenético basado en los core SNPs del genoma de las CRKP.
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3.7.1 Analisis de calidad de los reads

Se realizé una evaluacion de la calidad de los reads utilizando las métricas proporcionadas
por el programa FastQC v0.11.7 (Andrews, 2013), mientras que para el posterior filtrado y
recorte o eliminacién de las secuencias identificadas como de baja calidad y de los

adaptadores, se utilizo la herramienta Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014).

3.7.2 Ensamblaje y anotacion

Los reads secuenciados y procesados anteriormente de los 39 aislamientos de K.
pneumoniae fueron ensamblados de novo mediante la utilizacién del programa SPAdes
v3.10.1 (Bankevich et al., 2012), el cual hizo uso de los k-mers 127, 99, 21, 33, 55, 77;
para posteriormente realizar un analisis de calidad de los genomas ensamblados mediante
el programa QUAST (Gurevich et al., 2013).

El proceso de anotacion por su parte, se realiz6 mediante el programa Prokka v1.13
(Seemann, 2014).

3.7.3 Obtencion del resistoma

Para obtener los genes de resistencia presentes en cada uno de los 39 aislamientos de
CRKP, se llevd a cabo un analisis de los contigs obtenidos con la herramienta RGI v5.1.1
que utiliza la base de datos especializada CARD (Alcock et al., 2020). La herramienta RGI
generd por cada aislamiento 3 archivos .txt con informacion relevante acerca del resistoma
de las CRKP y de los datos asociados a la corrida del programa. De cada resistoma sélo
se tuvieron en cuenta los genes que fueron clasificados por RGI como Strict y Perfect, con
los que se cred una tabla de presencia ausencia de los genes de resistencia, donde se
incluyeron todos los aislamientos y todos genes asociados a los diferentes mecanismos de

resistencia detectados generando una matriz.

3.7.4 Tipificacion de secuencias Multilocus (MLST)

Para realizar la tipificacion de los aislamientos CRKP en los Secuencio tipos (ST) se realizé
el analisis del perfil alélico de 7 housekeeping genes: gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB y
tonB, mediante la busqueda de ST en la base de datos PubMLST (PubMLST, 2022), de la
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cual hace uso la herramienta bioinformatica MLST (T.Seemann, 2022a), a partir de los

contigs ensamblados de cada uno de los genomas de las CRKP en estudio.

3.7.5 Analisis filogenético

Los arboles filogenéticos fueron realizados utilizando el programa Snippy-core
(T.Seemann, 2022b), que encuentra los SNPs de cada uno de los 39 genomas de las
CRKP con relacién al genoma de referencia de Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
HS11286, secuencia de referencia en NCBI: NC_016845. En el proceso el programa
genera los respectivos archivos .bam a partir de los cuales hace un llamado de variantes
o polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs), con los que se calcula una matriz de distancia
de SNPs que posteriormente se usa para construir el arbol filogenético basado en el

algoritmo de maxima verosimilitud con el programa RAXML (Stamatakis, 2014).

El archivo generado fue modificado mediante la adicién de los metadatos tales como el
numero del paciente al que pertenece cada aislamiento, los MLST, La fecha de aislamiento
de cada una de las CRKP y el resistoma completo. La visualizacion del arbol y los

metadatos se hizo mediante la herramienta Web iTOL v6 (Letunic & Bork, 2021).



4.Resultados

4.1 Caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los
pacientes y de los aislamientos

Durante el periodo de pandemia comprendido entre el 11 de marzo de 2020 y el 12 de julio
del 2021 en un hospital de Bogota D.C se obtuvieron 39 aislamientos que dieron positivos
para Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas (CRKP), 14 (35,9%)
obtenidos de pacientes COVID-19 y 25 (64,1%) sin COVID-19. Los aislamientos
provenian de 29 pacientes, 10 (34%) de los cuales eran del grupo COVID-19 y los
restantes 19 (66%) del grupo sin COVID-19 (Anexo 1). Del 24,1% de los pacientes del
estudio se obtuvieron entre 2 y 3 aislamientos CRKP, correspondientes a los pacientes
identificados como 2, 7, 14 y 19 sin COVID-19 ;y 8, 15y 17 con COVID-19 (Anexo 1).

En cuanto a las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio (Tabla 4-1) (Anexo
1), se pudo observar que en lo que se refiere al género, que habia una mayor proporcion
de pacientes COVID-19 pertenecientes al sexo masculino (70%); mientras que en los
pacientes sin COVID-19, los de sexo femenino (53%) tuvieron una ligera diferencia con

respecto a los de sexo masculino (47%).

En cuanto a la edad, la poblacién total del estudio mas representativa eran los mayores de
60 afos (62%). Es de destacar que se evidenci6 una diferencia en el rango de edades
entre los dos grupos en estudio, mientras los pacientes sin COVID-19 estuvieron en el
rango de 23 a 96 afos, los pacientes COVID-19 estaban entre los 47-77 afos,
destacandose que en este grupo no hubo pacientes en el grupo de edad de 14 y 26 afios
(Tabla 4-1).
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Tabla 4-1:  Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los pacientes.
Total de Pacientes Pacientes sin
Datos sociodemograficos y pacientes COVID-19 COVID-19
clinicos
(n=29) (n=10) (n=19)
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Género
Masculino 16 55% 70% 47%
Femenino 13 45% 30% 10 53%
Edad
14 - 26 afnos 2 7% 0 0% 2 1%
27- 59 afios 9 31% 40% 5 26%
>60 afos 18 62% 60% 12 63%
Media (Rango) 61,1 | (23-96) | 62,1 (47-77) | 60,6 | (23-96)
Desenlace
Fallecidos 9 31% 4 40% 5 26%
Vivos 20 69% 6 60% 14 74%

(n) nimero de aislamientos. (%) porcentaje correspondiente al grupo de CRKP

En cuanto al tipo de desenlace, la mortalidad fue mayor (40%) en el grupo COVID-19 con

relacion al grupo sin COVID-19 (26%) (Tabla 4-1).

Teniendo en cuenta el tipo de muestra de las que provenian las CRKP seleccionadas en

este estudio (Tabla 4-2), se pudo establecer que la mayoria de las obtenidas de pacientes

COVID-19 se recolectaron de hemocultivos (HEMO) (50%); seguidas de las de urocultivo,

SOT y seno etmoidal y maxilar (14,3% c/u); y de la punta de un catéter (7,1%).

Por otra parte, el urocultivo fue el tipo de muestra de donde mas se aislaron CRKP

provenientes de pacientes sin COVID-19 (36%), seguidas de hemocultivo (20%), SOT

(12%), liquido peritoneal y secrecion de columna (8% c/u), y de muestras obtenidas de

hueso sacro, hueso vertebral sin especificar, secrecion del hallux derecho y drenaje biliar

(4% clu).
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Tabla 4-2: Tipos de muestras de donde fueron aisladas las CRKP incluidas en el

estudio.
CRKP aisladas | CRKP aisladas
Total de CRKP de pacientes de pacientes sin
COVID-19 COVID-19
Numero Total (n) 39 14 25
(n) (%) (n) (%) (n) (%)
Tipo de Muestra
Hueso sacro 1 2,6% 0 0% 1 4%
Secrecion de
columna 2 5,1% 0 0% 2 8%
Hueso vertebral 1 2,6% 0 0% 1 4%
URO 11 28,2% 2 14,3% 9 36%
HEMO 12 30,8% 7 50% 5 20%
SOT 5 12,8% 2 14,3% 3 12%
Seno etmoidal y
maxilar 2 5,1% 2 14,3% 0 0%
Puntal de catéter 1 2,6% 1 7,1% 0 0%
Liquido peritoneal 2 5,1% 0 0% 2 8%
Drenaije biliar 1 2,6% 0 0% 1 4%
Secrecion del hallux
derecho 1 2,6% 0 0% 1 4%
Servicio de
Hospitalizacién
Hospitalizacion 17 43,6% 3 21,4% 14 56%
UCI 22 56,4% 11 78,6% 11 44%

(n) nimero de aislamientos. (%) porcentaje correspondiente al grupo de CRKP. Tipo de muestra: URO:
urocultivo; HEMO: Hemocultivo; SOT: Secrecidon Orotraqueal. Servicio de Hospitalizacién: UCI: unidad de

cuidados intensivos.

Considerando el servicio donde estaban hospitalizados los pacientes al momento de la

toma de la muestra para el cultivo de los aislamientos (Tabla 4-2), se observé que la
proporcion de pacientes en UCI con COVID-19 fue mas alta (78,6%), que la de los
pacientes en UCI sin COVID-19 (44%).

4.2 Identificacion microbiolégica de los aislamientos

En los 39 aislamientos CRKP enviados por el laboratorio del hospital se observaron

colonias caracteristicas a partir de la siembra del microorganismo en el medio BHI y en

agar MacConkey, siendo este Ultimo un agar el que permitié observar la presencia de

colonias fermentadoras de lactosa de color rosa caracteristico (Figura 4-1).
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Figura 4-1: Caracterizacion microbiolégica de K. pneumoniae productoras de

carbapenemasas en agar MacConkey y Agar BHI.

Agar MacConkey Agar BHI

Por otra parte, la prueba de String test realizada en el agar BHI (Figura 4-2) revelé que
51,2% de los aislamientos totales del estudio fueron productores de hipermucoviscosidad,
dada la formacién de una cuerda viscosa de mas de 5mm de diametro, una caracteristica
fenotipica de algunas K. pneumoniae especialmente aquellas hipervirulentas (Wu et al.,
2017).

Figura 4-2:  Prueba de String test

También, la identificacion de las 39 Klebsiella pneumoniae productoras de
carbapenemasas a través de cuatro pruebas bioquimicas basicas estuvieron acorde con

lo esperado para K. pneumoniae (Figura 4-3) (Anexo 2).
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Figura 4-3: Identificacion bioquimica de K. pneumoniae.

SIM, Urea, Citrato de Simmons y TSI

4.3 Perfil fenotipico de susceptibilidad antimicrobiana

En los resultados de las pruebas fenotipicas de susceptibilidad antimicrobiana para los 39
aislamientos (Tabla 4-3), se observé que el 76% de las CRKP obtenidas de pacientes sin
COVID-19 y 57% del otro grupo, fueron catalogados como multirresistentes (MDR), al ser
resistentes al menos a un antibidtico perteneciente a tres clases 0 mas de antibidticos; y
se observé también que los aislamientos en general tenian una resistencia (R) amplia

frente a los antibidticos B-lactamicos.

Por otra parte, derivado de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, se observo en
el analisis de las tasas de resistencia antimicrobiana realizado en los dos grupos de CRKP
(Tabla 4-4), que aquellas CRKP aisladas de pacientes COVID-19 presentaron un
porcentaje de resistencia del (100%) frente a antibidticos B-lactamicos testeados como
piperacilina/tazobactam, ceftriazona, cefazolina y cefepima; asi mismo en carbapenémicos
como ertapenem y meropenem. Comportamiento similar presentaron las CRKP aisladas
de pacientes sin COVID-19 frente a cefazolina, ceftriazona y ertapenem; sin embargo las
tasas de resistencia, fueron un poco mas bajas frente a piperacilina/tazobactam, cefepima

y meropenem, pues variaban entre el (80%) y el (96%).
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Tabla 4-3: Pruebas fenotipicas de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos

de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos.

Cadigo del Antibiéticos B-lactamicos Otros antibiéticos
. . . CRKP
Paciente | Aislamiento (MDR)
enellBUN | TZP | CRO | CFZ | FEP | FOX | ETP | MEM AK CN
1 Kp021
Kp018
Kp019
2 Kp017
3 Kp024
4 Kp025
5 Kp026
6 Kp027
Kp029
Kp030
7 Kp031
Kp032
Kp033
8 Kp034
9 Kp035
10 Kp037
11 Kp039
12 Kp048
13 Kp050
Kp052
14 Kp053
Kp061
15 Kp062
16 Kp065
Kp066
17 Kp072
18 Kp096
Kp080
19 Kp082
20 Kp078
21 Kp089
22 Kp091
23 Kp101 1
24 Kp103 1
25 Kp104
26 Kp105
27 Kp108
28 Kp119 X
29 Kp120 X

Los pacientes COVID-19 y sus aislamientos CRKP se encuentran sombreados en azul. CRKP (MDR): aislamientos que
fueron catalogados como MDR y se encuentran demarcados con una (x); en azul aquellos resultados presentes en las CRKP
aisladas de pacientes COVID-19. Resistente (R): recuadros de color rojo; Intermedio (I): recuadros de color amarillo y
Sensible (S): recuadros de color verde. Antibiéticos B-lactamicos: B-lactamicos/inhibidores: (TZP) piperacilina/ tazobactam;
cefalosporinas: (CRO) ceftriazona, (CFZ) cefazolina, (FEP) cefepima, (FOX) cefoxitina; carbapenémicos: (ETP) ertapenem,
(MEM) meropenem. Otros antibiéticos: quinolonas: (CIP) ciprofloxacina; aminoglucésidos: (AK) amikacina, (CN)
gentamicina; diaminopirimidinas+sulfonamidas: (SXT) trimetoprim-sulfametoxazol.
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Se destaca que la diferencia mas marcada en las tasas de resistencia frente a B-lactamicos
presentes en los dos grupos de CRKP fue frente a cefoxitina, siendo mayor (92,9%) en las
CRKP aisladas de pacientes COVID-19 que en las del otro grupo (52%) (Tabla 4-4).

Por otra parte, el analisis de las tasas de resistencia de los aislamientos CRKP obtenidos
de pacientes COVID-19, frente a otra clase de antibidticos, revela que frente a
ciprofloxacina y trimetoprim-sulfametoxazol el 57,1% y el 50% de estos aislamientos
respectivamente, resultaron ser resistentes (Tabla 4-4), mientras que los aislamientos
obtenidos de pacientes sin COVID-19 tuvieron una resistencia un poco mas alta frente a

estos dos antibidticos, 80% y 72% respectivamente (Tabla 4-4).

En lo que respecta a las tasas de resistencia frente a amikacina, que fueron las mas bajas
del estudio, el 14,3% de los aislamientos CRKP obtenidos de pacientes COVID-19 fueron
resistentes, mientras apenas el 4% de aislamientos pertenecientes al otro grupo fueron

resistentes a este antibiotico (Tabla 4-4).

Tabla 4-4: Comportamiento de resistencia de los aislamientos CRKP del estudio

frente a los antibidticos testeados.

CRKP aisladas de CRKP aisladas de
Antibioticos pacientes COVID-19 pacientes sin COVID-19
n % n %
Piperacilina/ Tazobactam 14 100% 24 96%
Ceftriazona 14 100% 25 100%
Cefazolina 14 100% 25 100%
Cefepima 14 100% 22 88%
Cefoxitina 13 92,9% 13 52%
Ertapenem 14 100% 25 100%
Meropenem 14 100% 20 80%
Ciprofloxacina 8 57,1% 20 80%
Amikacina 2 14,3% 1 4%
Gentamicina 5 35,7% 12 48%
Trimetoprim/Sulfametoxazol 7 50% 18 72%

(n) numero de aislamientos; (%) porcentaje basado en los CRKP correspondientes.
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Cabe resaltar que, previamente a la identificaciéon en el hospital de los aislamientos CRKP
a los pacientes del estudio se les administraron varias clases de antibiéticos. Se pudo
evidenciar que a los pacientes COVID-19 se les prescribié principalmente
ampicilina/sulbactam (71,4%), seguido de cefepime (57,1%), linezolid (50%),
piperacilina/tazobactam y vancomicina (35,7% c/u); meropenem y claritromicina en (28,6%
c/u) (Tabla 4-5).

Tabla 4-5:  Tratamiento antibidtico administrado previamente a los pacientes

involucrados en el estudio.

CRKP CRKP
Tratamiento antibiético aisladas de aisladas de
Clase de Antibiético previo administrado a pacientes pacientes sin
los pacientes COVID-19 COVID-19)
(n;%) (n; %)
piperacilina/tazobactam (5; 35,7) (12; 48%)
ampicilina/sulbactam (10; 71,4) (2; 8%)
ampicilina sodica (2; 14,3) (3; 12%)
penicilina (0; 0%) (1; 4%)
cefepima (8; 57,1%) (7; 28%)
cefazolina (2; 14,3%) (1; 4%)
ceftriaxona (0; 0%) (1; 4%)
oxacilina (2; 14,3%) (0; 0%)
aztreonam (2; 14,3%) (1; 4%)
vancomicina, (5; 35,7%) (10; 40%)
ertapenem (1; 7,1%) (2; 8%)
B-lactamicos meropenem (4; 28,6%) (14; 56%)
amikacina (0; 0%) (3; 12%)
aminoglucoésidos gentamicina (1; 7,1%) (0; 0%)
I|ncosam|da!s y clindamicina (0; 0%) (2; 8%)
estreptograminas
macrolidos eritromicina (2; 14,3%) (0; 0%)
macrolidos claritromicina (4; 28,6%) (2; 8%)
oxazolidinonas fluoradas linezolid (7; 50%) (5; 20%)
antifungicos anfotericina B (2; 14,3%) (0; 0%)
levofloxacina (1; 7,1%) (0; 0%)
fluoroquinolonas ciprofloxacina, (3; 21,4%) (2; 8%)

(n,%) numero de aislamientos CRKP, porcentaje de aislamientos CRKP
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Tabla 4-5:  (Continuacion)
CRKP CRKP
Tratamiento antibiético aisladas de aisladas de
Clase de Antibiético previo administrado a los pacientes | pacientes sin
pacientes COVID-19 COVID-19)

(n; %) (n; %)

diaminopirimidinas/sulfonamidas | trimetoprim/sulfametoxazol (0; 0%) (3; 12%)

nitroimidazoles metronidazol (3; 21,4%) (4; 16%)

fluconazol (1;7,1%) (3; 12%)

albendazol (2; 14,3%) (2; 8%)

antifingicos caspofungina (1, 7,1%) (5; 20%)

glicilciclinas tigeciclina (1;7,1%) (1;4%)

cefalosporinas/inhibidor de B- | 4 igima/avibactam (1: 7.1%) (1: 4%)
lactamasas

cefalosporinas/inhibidor de 8- | 10 anostazobactam (1:7,1%) (0: 0%)
lactamasas

polipéptido colistina (1; 7,1%) (1; 4%)

lipopéptido daptomicina (2; 14,3%) (2; 8%)

polipéptido polimixina B (1; 7,1%) (1; 4%)

derlvadols macrociclicos de ivermectina (2: 14,3%) (3: 12%)
a lactona

(n;%) numero de aislamientos CRKP, porcentaje de aislamientos CRKP

Por otro lado, a los pacientes sin COVID-19 se les prescribid principalmente meropenem
(56%), seguido de piperacilina/tazobactam (48%), vancomicina (40%) y cefepima (28%)

entre otros (Tabla 4-5).

4.4 Extraccion de ADN genémico

Los resultados de la cuantificacidon fluorométrica del ADN gendmico (ADNg) extraido de
las 39 CRKP mostraron una concentracion promedio de ADNg de 98,6 ng/uL. Asi mismo,
en la evaluacion de la calidad y pureza de ADNg se obtuvo un promedio de 1,92 para los
valores de las relaciones de absorbancia 260/280 nm y de 1,94 para las relaciones de
absorbancia 260/230 nm; por ultimo, el ADNg de todos los aislamientos del estudio en el
corrido electroforético demostro la presencia de bandas de buena calidad integras y sin la
presencia de Smear (Figura 4-4). Es de destacar que, estos resultados en las 39 CRKP
del estudio estaban dentro de los rangos esperados segun los protocolos de extraccion, lo
que denota la obtencion de un ADNg de buena concentracion, integridad, calidad y pureza,

libre de contaminantes como

proteinas y fenoles, asi como de sales y carbohidratos, que podrian interferir en la

preparacion de las librerias y secuenciacion posterior.
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Figura 4-4: Electroforesis en gel de agarosa al 1% de ADN gendmico extraido de

aislamientos CRKP

Kp48 Kps0 - Kp52 Kp53 Kp61 Kp62

(MP) marcador de peso Molecular: HyperLadderTM 1 kb Plus. (CRKP): Kp048, Kp050, Kp052, Kp053,
Kp061 y Kp062

4.5 Ensamblaje y Anotacion

Los ensamblajes de los genomas de los 39 aislamientos CRKP secuenciados tuvieron un
tamarfo que oscilé entre 5.2 Mpb y 6.0 Mpb con un promedio de 5.5 Mpb. El %GC vari6
entre 57,02 y 57,46, y la profundidad promedio fue de 95X. El numero de contigs por
ensamblaje varié de 28 a 207 con un promedio de 73, y el N50 varid entre 49.842 y
877.287 con un promedio de 277.338 (Anexo 3).

Comparando estas estadisticas del ensamblaje con las de otros estudios podemos
observar ligeras variaciones normales este tipo de trabajos, y que los resultados de
ensamblaje muestran una calidad dentro de los valores reportados en la literatura, como
los de otro estudio realizado en 34 genomas de CRKP donde el tamafo de ensamblaje
fue de 5,516,119 134,003 bp, el %GC de 57+ 0.22 y el numero de contigs de 92 + 16.98
(Arabaghian et al., 2019).

En los resultados de la anotacion realizada por el programa Prokka v1.13 (Anexo 4), se
observa que las 39 CRKP tienen en promedio 5251 CDS, 78 tRNA, 9 rRNA, y 5478 genes
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predichos, valores cercanos a los rangos de variacién de otros estudios similares en
genomas de K. pneumoniae los cuales presentaban entre 80 y 87 tRNA; 25 rRNA 'y de
4872 a 5316 numero de CDS (Dong et al., 2018).

4.6 Resistoma de los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae resistentes a carbapenemasas

El programa RGI permitié establecer la presencia de 75 genes diferentes de resistencia a
antibioticos en las 39 CRKP del estudio, los cuales estan involucrados en los 4
mecanismos de resistencia utilizados por las CRKP. De estos diferentes genes el 45,3%
estan asociados a inactivacion de antibiotico, el 28% al mecanismo de bombas de eflujo,
el 24% a alteracion o modificacion en el sitio blanco y el 2,6% a permeabilidad reducida al
antibiotico (Anexo 5) (Tablas 4-6 a 4-10).De esta forma, esos 75 genes le conferian a las
CRKP del estudio resistencia a diferentes clases de antibiéticos como: B-lactamicos,
quinolonas, aminoglucésidos, sulfonamidas, diaminopirimidinas, tetraciclinas, glicilciclina,
fosfomicina, macrdélidos, fenicoles, rifamicina, elfamicina, nitroimidazol, nitrofuranos,

péptido, glucopéptidos y aminocumarina (Anexo 5) (Tablas 4-6 a 4-10).

En lo que respecta al analisis de los genes de resistencia asociados al mecanismo de
inactivacién de antibiéticos B-lactamicos presentes en los dos grupos de aislamientos
(Anexo 5) (Tabla 4-6), es de resaltar que el gen ampH productor de las B-lactamasas tipo

AmpC estuvo presente en el (100%) de los genomas del estudio.

Sin embargo, algunos otros genes asociados a la produccion de BLEEs clasificados en

esta categoria tuvieron una distribucién variable en los dos grupos de CRKP del estudio.

En lo que respecta a las CRKP pertenecientes a pacientes COVID-19 se encontraron los
genes TEM-1(64%), SHV-28 (57%), OXA-1(36%), CTX-M-15(36%), SHV-11(21%), SHV-
60 (7%) y SHV-1 (7%). En contraste en lo que respecta a las CRKP provenientes de
pacientes sin COVID-19, estas predominantemente albergaban el gen CTX-M-15 (52%)
seguido de OXA-1 (48%), SHV-11 (36%), SHV-28 (32%), TEM-1 (32%), SHV-1 (16%),
SHV-60 (12%) y LEN-17 (4%) (Tabla 4-6).
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Tabla 4-6: Genes de resistencia asociados a Inactivacion de antibiéticos p-lactamicos

presentes en los aislamientos CRKP.

CRKP CRKP
. aisladas
Familia génica de aisladas de
Resistencia Clgs_e' c:le Ge_nes d? fje (%) |pacientes| (%)
L - antibioético resistencia | pacientes -
antimicrobiana COVID-19 sin
(n) COVID-19
(n)
CTX-MB- | CTXM-15| 5 36 13 52
lactamasas cefalosporinas
| ampC-B- | cefalosporinas, ampH 14 100 25 100
actamasas penicilinas
LEN B-lactamasas | penicilinas LEN-17 0 0 1 4
cefalosporinas,
OXA B-lactamasas | penicilinas OXA-1 5 36 12 48
SHYV B-lactamasas b e SHV-1 1 7 4 16
SHV B-lactamasas g:][a%zegfir:g;"s’ SHV-11 3 21 9 36
SHV p-lactamasas | - % Ci"r'?a s SHV-28 8 57 8 32
SHYV B-lactamasas SHV-60 1 7 3 12
monobactamicos;
cefalosporinas; TEM-1 9 64 8 32
TEM B-lactamasas | penicilinas
carbapenémicos;
cefalosporinas, GES-2 0 0 1 4
GES [3-lactamasas | penicilinas
KPC B-lactamasas | monobactamicos; KPC-2 2 14 9 36
carbapenémicos;
cefalosporinas, KPC-3 12 86 14 56
KPC B-lactamasas | penicilinas
carbapenémicos;
cefalosporinas;
NDM B- cefamicinas, NDM-1 1 7 1 4
lactamasas penicilinas
carbapenémicos;
cefalosporinas, OXA-2 2 14 3 12
OXA B-lactamasas | penicilinas

(n) nimero de aislamientos. (%) porcentaje del grupo de CRKP correspondiente con la presencia del gen.

En lo que se refiere a los genes causantes de la resistencia a otros antibiéticos f3-
lactdmicos como los carbapenémicos, se detectd que el gen KPC-3 fue el mas
predominante en las CRKP aisladas de pacientes COVID-19 (86%) y aunque un poco
menos en los aislamientos provenientes de los pacientes sin COVID-19 (56%). También
se detecto la presencia del gen KPC-2, cuya distribucion fue menor en los dos grupos en
estudio, aunque presente en un mayor niumero de genomas de CRKP provenientes de
pacientes sin COVID-19 (36%) que los COVID-19 (14%) (Tabla 4-6).
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Es de resaltar que se encontraron aislamientos obtenidos de pacientes con y sin COVID-
19 que tenian simultdneamente de los genes KPC-3+0OXA-2y KPC-3+NDM-1. Se encontro
ademas que el aislamiento Kp082, obtenido de un paciente sin COVID-19, era portador en
su genoma de 4 genes asociados a resistencia a carbapenémicos: GES-2, KPC-3, NDM-
1, OXA-2 (Anexo 5).

Por otra parte, los aislamientos Kp024 y Kp037, pertenecientes a pacientes sin COVID-19,
con resistencia fenotipica observada a carbapenémicos (Tabla 4-3), no portaban genes
asociados a carbapenemasas en su resistoma, pero si los genes OmpK37, TEM-1, SHV-

1y ampH, el primero asociado a porinas y el resto a inactivacion de antibiético (Anexo 5).

En relacidon con el mecanismo de inactivacion de antibidticos, habian otros genes
presentes en los dos grupos de aislamientos CRKP del estudio con distribuciones variadas
que estaban relacionados con resistencia hacia otra clase de antibiéticos como
aminoglucésidos, fluoroquinolonas, glicopéptidos, fosfomicina, macrolidos, fenicol vy

rifamicina (Tabla 4-7).

En cuanto al mecanismo de inactivacion a aminoglucdsidos se observé la presencia de 13
genes diferentes (Tabla 4-7). Se pudo observar también que algunos genes estaban
presentes en una menor proporcion de los genomas de CRKP aisladas de pacientes
COVID-19, tal como el gen AAC(6')-Ib-cr asociado también a la resistencia a
fluoroquinolonas, ligeramente menos distribuido en este grupo (36%) que en el grupo de
genomas de CRKP provenientes de pacientes COVID-19 (56%), comportamiento similar
al del gen APH(6)-1d (36% y 48% respectivamente).

Por el contrario el gen Catl relacionado con la inactivacion de fenicoles, fue identificado en
un mayor numero de genomas aislados de pacientes COVID-19 (50%) que en los del otro
grupo de CRKP (28%).

Por otra parte, algunos genes se encontraron solamente en uno de los grupos. El gen
APH(3')-VI solo se encontro en genomas de CRKP aisladas del pacientes COVID-19,
mientras que los genes AAC(6')-Ib10, aadA16, asociados a la resistencia a
aminoglucosidos; y BRP(MBL), asociado a la resistencia a bleomicina, solo se encontraron

en aislamientos de pacientes sin COVID-19 (Tabla 4-7).
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Tabla 4-7: Genes de resistencia asociados a Inactivacion de otros antibidticos

presentes en los aislamientos CRKP.

CRKP CRKP
. aisladas
Familia génica de aisladas de
. . Clase de Genes de de .
Resistencia o . - ) (%) pacientes (%)
C - antibiético resistencia pacientes X
antimicrobiana COVID-19 sin
COVID-19
(n) (n)
APH(3') APH(3')-VI 2 14 0 0
APH(3") APH(3")-Ib 1 7 2 8
APH(4) aminoglucdsidos APH(4)-la 3 21 4 16
APH(6) APH(6)-Id 5 36 12 48
AAC(6') AAC(6')-lan 1 7 1 4
AAC(6') AAC(6')-1b10 0 0 1 4
fluoroquinolonas ,
AAC(6') aminoqglucésidos AAC(6)-lb-cr 5 36 14 56
AAC(3) AAC(3)-IV 3 21 4 16
AAC(3) AAC(3)-lle 2 14 6 24
ANT(2") aminoglucésidos ANT(2)-la L ! 2 8
ANT(3") aadA2 4 29 4 16
ANT(3") aadA 3 21 4 16
ANT(3") aadA16 0 0 2 8
Proteina de
resistencia a BRP(MBL) 0 0 1 4
Bleomicina glicopéptido
fosfomicina-tiol- FosA5 1 7 6 24
transferasa fosfomicina FosA6 12 86 19 76
macrolidos
fosfotransferasas mphA 3 21 3 12
(MPH) macrolido
cloramfenicol catB3 1 7 1 4
acetiltansferasa
(CAT) fenicoles catl 7 50 7 28
rifampicina ADP-
ribosiltransferasa arr-3 1 7 2 8
(Arr) rifamicinas

(n) numero de aislamientos. (%) porcentaje del grupo de CRKP correspondiente con la presencia del gen.

Relacionados con la resistencia a otros antibidticos, los demas genes estaban presentes
en menos del 25% de las CRKP, con distribuciones similares en los dos grupos de estos
aislamientos. Entre ellos se identificaron genes como catB3,asociado a la resistencia a
fenicoles, mphA relacionado con la resistencia a macrolidos, arr-3 con la resistencia a
rifamicina y FosAb relacionado con la resistencia a fosfomicina (Tabla 4-7). Se destaca
como FosA6 relacionado también con la resistencia a este ultimo antibidtico, estaba
presente en alta frecuencia, con distribuciones similares mayores al (75%), en los dos
grupos de CRKP.
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En cuanto al mecanismo de resistencia relacionado con las bombas de eflujo se
encontraron genes que estaban en el 100% de las CRKP del estudio tales como: LpitD,
KpnH, KpnG, KpnF, KpnE, H-NS, CRP involucrados en la expulsion de antibiéticos B-
lactamicos; los genes baeR, KpnH, KpnG, KpnF, KpnE en la expulsién de
aminoglucésidos; los genes emrR, adeF, rsmA, KpnH, KpnG, CRP, H-NS en la expulsién
de fluoroquinolonas; los genes KpnH, KpnG, KpnF, KpnE, H-NS, CRP en la expulsion de
macrolidos; el gen rsmA en la expulsion de diaminopirimidinas y fenicol; los genes KpnF,
KpnE, H-NS, adeF en la expulsion de tetraciclinas; los genes LptD, KpnH, KpnG, KpnF,
KpnE en la expulsion de péptidos; los genes LipD, baeR en la expulsidén de aminocumarina;
los genes KpnF, KpnE, LptD en la expulsién de rifamicina; y el gen msbA en la expulsién

de nitroimidazoles (Tabla 4-8).

Por otro lado, genes como ogxA y marA, asociados a este mecanismo de resistencia de
bombas de eflujo, también estaban distribuidos en alta proporcién, presentes en el 100%
de las CRKP aisladas de pacientes COVID-19, pero en 92% y 96% respectivamente de
las CRKP aisladas de pacientes sin COVID-19 confiriendo resistencia a multiples clases

de antibidticos.

Cabe sefialar que en los genomas de los dos grupos de CRKP en estudio fueron
identificados genes que se encontraban en menor frecuencia (menor al 25%), con
distribuciones similares en los dos grupos de CRKP, tales como gacEdeltat asociado con
resistencia a antisépticos y desinfectantes; cm/A1 que conferia resistencia a fenicol; gacH
asociado con resistencia a fluoroquinolonas y oxgB, que ademas de resistencia a este

Ultimo antibidtico también esta asociado a la resistencia a otros antibiéticos.

Se encontré ademas, que los genes asociados a la resistencia a tetraciclinas eran los que
mas tenian distribuciones de frecuencia variables en los dos grupos de estudio, resaltando
que tet(B) fue solo hallado en una CRKP aislada de 1 paciente COVID-19 (Tabla 4-8).
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Tabla 4-8:

aislamientos de CRKP.

Genes de resistencia asociados a bombas de eflujo presentes en los

CRKP
.CRKP aisladas
e aisladas
Familia génica Genes de de de
de Resistencia Clase de antibiotico . . . (%) | pacientes | (%)
. . resistencia | pacientes .
antimicrobiana sin
COVID-19 COVID-19
(n) (n)
.. | carbapenémicos, péptidos,

CZSzErePd(eAlé%()m aminocumarinico, rifamicinas LptD 14 100 25 100
nitroimidazoles msbA 14 100 25 100
fluoroquinolonas emrR 14 100 25 100
macrolidos; fluoroquinolonas; KpnH 14 100 25 100
aminoglucoésidos;
carbapenémicos; cefalosporinas; KpnG 14 100 25 100
penicilinas; péptido

superfamilia del macrolidos; KpnF 14 100 25 100

. aminoglucoésidos;cefalosporinas;
mz";c')l:t?,agrs) tetraciclina; péptidos; rifamicinas KpnE I oo 23 o
age.nt’esldesmfectantes y qacEdeltat 3 21 5 20
antisépticos
fenicoles cmiA1 3 21 4 16
tet(A) 4 29 12 48
tet(B) 1 7 0 0
tetraciclinas tet(D) 2 14 1 4
macrolidos; fluoroquinolonas;
MFS ; RND cefalosporinas; cefamicinas; H-NS 14 100 25 100
tetraciclinas
aminoglucésidos; baeR 14 100 25 100
aminocumarinicos
fluoroquinolonas; tetraciclinas adeF 14 100 25 100
N fluoroquinolonas; rsmA 14 100 25 100
resistencia a | diaminopirimidinas; fenicoles
division por fluoroquinolonas; glicilciclinas;
nodulacion tetraciclinas; diaminopirimidina; 0gxA 14 100 23 92
(RND) nitrofuranos
fluoroquinolonas; glicilciclinas;
tetraciclinas; diaminopirimidinas; ogxB 3 21 5 20
nitrofuranos
macrolidos; fluoroquinolonas CRP 14 100 25 100
resistencia
pequena a gacH 3 21 4 16
multifarmacos
(SMR) fluoroquinolonas
RND: Porina quoroqumc;Ionas;-
. monobactamicos;
con reducida carbapenémicos; cefalosporinas;
permeabilidada | 7 -5 P ’ marA 14 100 24 96
o zee glicilciclinas; cefamicinas;
antibiéticos f3- B
- tetraciclinas; rifamicinas;
lactamicos . e i
fenicoles; triclosan; penicilinas

(n) nimero de aislamientos. (%) porcentaje del grupo de CRKP correspondiente con la presencia del gen.

Por otra parte, considerando a los genes involucrados con la alteraciéon o modificacion del

sitio blanco del antibidtico (Tabla 4-9), todas las CRKP del estudio albergaban genes
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relacionados con resistencia a fosfomicina como Uhp Ty péptidos tales como eptBy ArnT.
Ademas se encontraron genes presentes en alta frecuencia (en mas del 70% de los
aislamientos) con distribuciones similares en los dos grupo de CRKP, tales como PBP3

asociado con resistencia a B-lactamicos, y EF-Tu que confiere resistencia a elfamicina.

Tabla 4-9: Genes de resistencia asociados a modificacién del sitio blanco presentes en
los aislamientos CRKP.
CRKP CRKP
. aisladas
Familia génica aisladas de
de Resistencia Clase de Genes de de (%) acientes (%)
g . antibiético resistencia | pacientes ? pacie ?
antimicrobiana COVID-19 sin
(n) COVID-19
(n)
Mutaciones de la | cefalosporinas;
proteina de union | cefamicinas; PBP3 13 93 25 100
a la Penicilina | penicilinas
EF-Tu de
resistencia a EF-Tu 10 71 20 80
Elfamicina elfamicina
gf;yrA res!stente a ' gyrA 4 29 5 20
luoroquinolonas | fluoroquinolonas
;f)larC resllstente a ' parC 4 29 5 20
uoroquinolonas | fluoroquinolonas
UhpT resistente a . UhpT 14 100 25 100
antibiotico fosfomicina
Erm 23S macrolido;
ribosomal RNA | lincosamidas; ErmB 2 14 0 0
metiltransferasa | estreptograminas
pmr eptB 14 100 25 100
fosfoetanolamina
transferasa péptido AmnT i oo = Lo
(qnr) proteina QnrB1 4 29 11 44
resistente a QnrB6 0 0 2 8
quinolona fluoroquinolonas QnrS1 1 7 0 0
dihidrofolato dfrA6 0 0 1 4
reductasa dfrA12 1 7 0 0
resistente a dfrA14 4 29 13 52
trimetoprim dfr | diaminopirimidinas dfrA27 0 0 2 8
sult 3 21 5 20
resistencia a sul2 4 29 13 52
sulfonamidas sul | sulfonamidas sul3 3 21 4 16

(n) numero de aislamientos. (%) porcentaje del grupo de CRKP correspondiente con la presencia del gen.

Adicionalmente, se encontraron genes con frecuencias bajas, pero con distribuciones
similares como gyrA y parC, los dos presentes en el 29% aislamientos COVID-19y el 20%
sin COVID-19, asociados a la resistencia a quinolonas. Algo similar sucedié con Sul1 y
sul3, asociados a la resistencia a sulfonamidas, presentes en menos del 25% de los

genomas de estos dos grupos de aislamientos.
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También, con relacién a los genes involucrados en el mecanismo de modificacion del sitio
blanco, se encontraron algunos de ellos presentes solamente en uno de los grupos de
aislamientos en estudio. En el 14% de las CRKP aisladas de pacientes COVID-19, se
identificéd el gen ErmB, relacionado con la resistencia a macrélidos; en el 7% se identifico
el gen QnrS1, relacionado a la resistencia a fluoroquinolonas; y en el 7% el gen dfrA12,
relacionado con la resistencia a trimetoprim. Por el otro lado, los genes, QnrB6 (8%)
relacionado con la resistencia a fluoroquinolas; drfA6 (4%) y dfrA27 (8%), relacionados con
la resistencia a trimetoprim, fueron hallados solamente en los genomas de las CRKP

aisladas de pacientes sin COVID-19.

Finalmente, se encontraron genes asociados al mecanismo de modificacion del sitio blanco
con diferencias en su distribucién entre los dos grupos de CRKP. Entre estos, QnrB1
asociado la resistencia a fluoroquinolas mas frecuente en las CRKP aisladas de pacientes
sin COVID-19 (44%) que en las CRKP del otro grupo (29%); drfA14 (52% y 29%
respectivamente), perteneciente a la familia dihidrofolato reductasa y asociado a la
resistencia a trimetoprim; y sul2 (52% y 29% respectivamente), asociado a la resistencia

a sulfonamidas.

En relacion con los genes relacionados con el mecanismo de permeabilidad reducida al
antibiético (Tabla 4-10), mediado por la familia génica de las porinas, asociados con
resistencia a los antibioticos 3-lactamicos, se encontré que Ompk37 estaba presente en el
100% de los aislamientos en estudio, mientras que el gen OmpA fue hallado en casi la

mitad de los dos grupos de CRKP del estudio.

Tabla 4-10:  Genes de resistencia asociados a permeabilidad reducida presentes en los

aislamientos CRKP.

CRKP CRKP
. aisladas
e aisladas
Familia génica de Genes de de de
Resistencia Clase de antibiético f - . (%) |pacientes | (%)
- . resistencia | pacientes X
antimicrobiana COVID-19 sin
(n) COVID-19
(n)
Porina bacteriana monobactamicos; OmpK37
general con reducida carbapenémicos; P 14 100 25 100
permeabilidad a 3- cefalosporinas; OmpA
lactamicos cefamicinas; penicilinas 7 50 12 48

(n) nimero de aislamientos. (%) porcentaje del grupo de CRKP correspondiente con la presencia del gen.
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4.7 Tipificacion de Secuencias Multilocus (MLST)

El analisis de tipificacion por MLST de los 39 aislamientos CRKP del estudio revelé la
diversidad genética de estas CRKP, resaltando la presencia de 14 diferentes secuencio
tipos (STs) basados en el perfil alélico de los genes: gapA, infB, mdh,pgi, phoE, rpoB y
fonB como se observa en la (Tabla 4-11). Se encontrd que 2 de estos STs eran nuevos,
dado que sus perfiles alélicos fueron diferentes a los ya reportados en la base de datos,
segun los resultados del programa MLST (T. Seemann, 2022a); estos eran los STs
correspondientes a un aislamiento de un paciente COVID-19, el Kp032 y otro de un
paciente sin COVID-19, el Kp105 (Anexo 5).

Tabla 4-11: Perfiles alélicos de los MLST obtenidos y su distribucidn en los grupos de

K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos del estudio.

Perfil Alélico
MLST o | )| Sy | 8| T | (%)
gapA | infB | mdh | pgi | phoE | rpoB | tonB
1082 2 5 1 1 1 1 19 17 |43,6 7 41,21 10 |58,8
1563 | 16 24 | 21 | 27| 194 | 33 | 259 1 2,6 1 100
392 3 4 6 1 7 4 40 1 2,6 1 100
14 1 6 1 1 1 1 1 1 2,6 1 100
307 4 1 2 | 52 1 1 7 1 2,6 1 100
236 2 1 1 1 16 1 4 3 7,7 3 100
- 2 1 1 1 16 1 4.4 1 2,6 1 100
244 2 5 1 1 1 1 24 1 2,6 1 100
258 3 3 1 1 1 1 79 7 17,9 3 429 4 57,1
37 2 9 2 1 13 1 16 1 2,6 1 100
219 2 1 2 3 27 1 39 1 2,6 1 100
17 2 1 1 1 4 4 4 2 5,1 2 100
412 2 1 2 1 9 1 112 1 2,6 1 100
- 2 3 1 1 10 46 19 1 2,6 1 100

En azul los aislamientos MLST obtenidos de pacientes COVID-19. (n*) numero de CRKP totales. (n**) nimero de CRKP aisladas de
pacientes COVID-19. (n***) numero de CRKP aisladas de pacientes sin COVID-19. (%) porcentaje correspondiente a cada grupo CRKP.

Respecto a la distribucién de los aislamientos (Tabla 4-11), los tipificados como ST1082
fueron los mas frecuentes (43,6%), seguidos de los ST258 (17,9%), ST236 (7,7%) y ST17
(5,1%). Los secuencio tipos ST412, ST1563, ST392, ST244, ST37, ST14, ST307 y ST219,

fueron identificados solamente en un aislamiento cada uno.
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Se destaca que ST1082 y ST258 estaban asociados a CRKP provenientes de los dos
grupos de pacientes del estudio, mientras que ST236, ST17, ST1563, ST392, ST244, ST37
y ST412, solo a aislamientos de pacientes sin COVID-19, y ST14, ST307 y ST219,
unicamente de pacientes COVID-19 (Tabla 4-11).

4.8 Analisis Filogenético

El arbol filogenético basado en maxima verosimilitud utilizando los SNPs del core del
genoma de cada una de las 39 CRKP (Figura 4-5), muestra 12 linajes distintos de estas

CRKP, lo que da cuenta de una alta diversidad genética presente en estos aislamientos.

Como se muestra en la (Figura 4-5) existen cuatro clados I, Il, lll, y IV en los cuales se
agruparon el 76,9% de las CRKP del presente estudio, siendo los aislamientos dentro de
los clados I, 11l y IV, catalogados como clonales, puesto que la distancia de SNPs entre

ellos es menor de 50 SNPs.

En el clado | los 7 aislamientos fueron asignados al ST258, de los cuales 3 fueron aislados
de pacientes COVID-19 entre los meses de noviembre de 2020 vy julio del 2021, y 4 de
pacientes sin COVID-19 entre los meses de noviembre 2020 y marzo del 2021 (Figura 4-
5).

En el clado Il se agruparon 2 de las CRKP, ambas tipificadas como ST17, y cuyos
aislamientos fueron Unicamente de pacientes sin COVID-19, realizados en marzo y abril
del 2021.

El clado lll, agrupo 4 aislamientos de los cuales 3 provenientes de pacientes sin COVID-
19 fueron tipificados como ST236 y se encontraron circulando en el hospital entre julio de
2020 y marzo 2021, y un aislamiento obtenido en septiembre del 2020 de un paciente
COVID-19, al cual no se le pudo asignar un ST conocido, con relacion clonal ya que
present6 una diferencia de menor a 50 SNPs con relacién a los demas genomas en este

clado.



Figura 4-5:

Arbol filogenético basado en los SNPs del core de las 39 K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos del estudio

aisladas tanto de pacientes COVID-19 como de pacientes sin COVID-19.
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En letra azul estan el numero de los pacientes y de las CRKP correspondientes que indican que fueron aisladas de pacientes COVID-19. MLST: tipificacién de secuencias multilocus. Genes de resistencia a -
lactamicos asociados a BLEEs: CTX-M-15, ampH, LEN-17, OXA-1,SHV-1, SHV-11, SHV-28, SHV-60, TEM-1 () y GES-2, KPC-2, KPC-3, NDM-1, OXA-2; genes asociados a carbapenemasas: SHV-1, SHV-11,
SHV-28, SHV-60, LptD, OmpK37, OmpA,PBP3, KpnH, KpnG, KpnF, KpnE,H-NS,CRP, marA; genes de resistencia a elfamicina: EF-Tu; aminoglucésidos: APH(3')-VI, APH(3")-Ib, APH(4)-la, APH(6)-Id, AAC(6')-
lan, AAC(6')-1b10, AAC(3)-1V, AAC(3)-Ile, ANT(2")-la, aadA2, aadA, aadA16. AAC(6')-Ib-cr, baeR, KpnH, KpnG, KpnF, KpnE; fluoroquinolonas: emrR, qacH, gyrA, ,parC, QnrB1,QnrB6,QnrS1, adeF, rsmA,
ogxA,oqxB, marA, KpnH, KpnG, H-NS, CRP, AAC(6')-Ib-cr; macrdlidos: mphA, ErmB, KpnH, KpnG, KpnF, KpnE, H-NS, CRP; diaminopirimidinas (Trimetoprim): dfrA6,dfrA12,dfrA14,dfrA27, rsmA, ogxA,oqxB;
nitrofuranos: ogxA,oqxB; sulfonamida: sul1,sul2,sul3; fosfomicina: UhpT,FosA5,FosA6; fenicol: cmlA1,catB3,catl, rsmA, marA. Rifamicina: arr-3, marA, KpnF, KpnE, LptD; tetraciclina: tet(A),tet(B),tet(D), KpnF,
KpnE, H-NS, adeF, oqxA,oqxB, marA; glicilciclina (tigeciclina): ogxA,oqxB, marA; péptidos: eptB, ArnT, KpnH, KpnG, KpnF, KpnE LptD; glicopéptido: BRP(MBL); nitroimidazol: msbA; antisépticos: qacEdeltal;
triclosan: marA; aminocumarina: LptD y baeR.



Finalmente, el clado IV, fue el clado mayoritario conformado por 17 aislamientos CRKP
todos tipificados como ST1082, de los cuales 7 fueron obtenidos de pacientes COVID-19
desde septiembre del 2020 hasta junio del 2021, y los restantes 10, aislados de pacientes
sin COVID-19 desde marzo del 2020 hasta febrero del 2021. Se observa como las CRKP
de este clado circularon entre hospitalizacién y UCI en el afio 2020 y solo en la UCI en el
ano 2021 (Anexo 6) (Figura 4-5).

En cuanto a los pacientes que tenian multiples aislamientos en el estudio (Anexo 1), en el
arbol filogenético basado en SNPs (Figura 4-5) se demostré que en algunos de ellos se
aislaron dos tipos diferentes de CRKP, como en el caso del paciente nimero 7 sin COVID-
19 con 3 aislamientos, de los cuales dos (Kp030 y Kp031) se agruparon en el clado lll
(ST236) y otro (Kp029), en el clado IV (ST1082); el paciente 19 sin COVID-19 por su
parte tenia un aislamiento (Kp080) que se agrupd dentro del clado IV (ST1082) y otro
(Kp082), dentro del clado | (ST258); y finalmente, el paciente 8 con COVID-19 del que se
obtuvieron dos aislamientos (Kp033 y Kp034) agrupados en el clado IV (ST1082) y otro
(Kp032), en el clado Il (nuevo ST). Por el contrario los aislamientos de los pacientes

2,14,15y 17, se agruparon en el mismo clado (Figura 4-5).

Como ya se habia mencionado, todos los aislamientos de CRKP del estudio presentaron
un resistoma central, conformado por genes presentes en el 100% de estos, asociados a
los 4 mecanismos de resistencia. Dentro de estos los genes ampH, OmpK37, LptD KpnH,
KpnG, KpnF, KpnE, H-NS y CRP les confieren resistencia frente a (3-lactamicos; y los
genes KpnH, KpnG, KpnF, KpnE, H-NS, CRP, LptD, emrR, adeF, rsmA, baeR, , msbA,
UhpT, eptB y ArnT, estadn asociados a resistencia a multiples clases de antimicrobianos
(Anexo 5) (Figura 4-5) (Tablas 4-6 a 4-10).

Sin embargo, se observé que la distribucidn del resistoma presente en los aislamientos
CRKP del estudio en los diferentes linajes del arbol filogenético era variable, incluso dentro
de los mismos clones habian diferencias en los resistomas de las CRKP pertenecientes a
ellos, esto asociado quizas a elementos genéticos mdéviles, ya que se demostré que
(13/16;81%) de los genes que variaban entre los aislamientos pertenecientes al clado IV
estaban presentes en plasmidos en distintas CRKP donde se hallaron (Anexo 7). La
localizacién de los genes en los plasmidos se pudo establecer gracias a que en el analisis

bioinformatico realizado durante el ensamblaje, el programa desarrollado por el grupo de
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Bioinformatica, utilizé 4 diferentes aproximaciones para establecer si un contig es parte de

un plasmido o no (Talero Osorio, 2022).

Al observar el resistoma del clado Il (Figura 4-5), los genomas que lo conforman portaban
genes de resistencia asociados a antibidticos B-lactamicos como: KPC-2, SHV-11, OmpA,
PBP3; ademas, de otros genes de resistencia como QnrB6, marA, AAC(6')-1b-cr, aadA16,
dfrA27, sul1, FosAb5, arr-3 y qacEdeltal, asociados a la resistencia a otros antibiéticos asi
como a antisépticos y desinfectantes. Sin embargo, las dos CRKP de este clado solo se
diferenciaban porque una portaba el gen EF-Tu asociado a la resistencia a elfamicina y la

otra no.

En lo que respecta al clado Il (Figura 4-5) habian genes presentes en todos los
aislamientos asociados a la resistencia a B-lactamicos como: KPC-2, SHV60, OXA-1, CTX-
M-15, OmpA, PBP3 y asociados a la resistencia a otros antibiéticos como EF-Tu, 0gxA,
marA, AAC(6')-Ib-cr, AAC(3)-lle, dfrA14, fosA5. Sin embargo, a diferencia del aislamiento
Kp101-ST236 se observa en los aislamientos Kp030-ST236, Kp031-ST236 y Kp032-ST-
nuevo, la presencia adicional de los genes TEM-1, QnrB1, APH(6)-Id, sul2 y tet(A), e
incluso, con respecto a los anteriores, la presencia adicional del gen APH(3")-Ib en el
aislamiento Kp031-ST236.

Finalmente, en el clado IV (Figura 4-5) los genes ampH, OmpK37, LptD KpnH, KpnG,
KpnF, KpnE, H-NS, CRP, PBP3, fosA6, emrR, adeF, rsmA, baeR, , msbA, UhpT, eptB, ArnT
OqgxA estaban presentes en el 100% de los aislamientos del clado. Sin embargo, en este
clado IV no se presentd una distribucion homogénea de los genes presentes en este,

incluso se aprecian dos grupos con distintas distribuciones de los genes.

En el primer grupo de CRKP pertenecientes al caldo IV se observa cémo los aislamientos
Kp061 y Kp062, provenientes del paciente COVID-19 nimero 15, presentaban los genes
de resistencia asociados a B-lactamicos: ampH, SHV-28, KPC-3, LptD, OmpK37, PBPS3,
OXA-1, CTX-M-15y a otros antibiéticos: emrR, adeF, rsmA, ogxA, marA, KpnH, KpnG,
KpnF, KpnE, H-NS, CRP, baeR, UhpT, FosA6, eptB, ArnT, msbA, APH(6)-1d, AAC(6')-1b-
cr, QnrB1, tet(A), dfrA14, sul2. Igualmente, los aislamientos Kp019, Kp021, Kp065 y

Kp080, obtenidos de distintos pacientes sin COVID-19, tenian los mismos genes, aunque
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en estos ultimos se encontré adicionalmente el gen EF-Tu, asociado a la resistencia a

elfamicina.

Asi mismo, incluso otros aislamientos presentes en este primer grupo de CRKP del clado
IV como: Kp017 y Kp018, aislados del paciente sin COVID-19 numero 2; variaban en sus
resistomas, por un lado, el Kp017 se parecia mas a otro aislamiento de este paciente 2, el
Kp019 mencionado anteriormente, pero a diferencia de este no tenia OXA-1, ni AAC(6)-
Ib-cr. Por otra parte, Kp018 portaba los mismos genes de los aislamientos mencionados,
el Kp061 y Kp062, pero a diferencia de estos no tenia marA y SHV-28 dentro de su
resistoma. De manera similar, el Kp029, aislado del paciente sin COVID-19, identificado
con el numero 7, albergaba TEM-1 en su resistoma y esto lo hacia diferente en el resistoma

de los aislamientos Kp061 y Kp062.

Por otra parte, el segundo grupo de CRKP pertenecientes a este clado IV lo conformaban
los aislamientos Kp066 y K072, obtenidos del paciente COVID-19 nimero 17, los cuales
tenian los genes asociados a resistencia a p-lactamicos tales como ampH, SHV-28, KPC-
3, LptD, OmpK37, PBP3, TEM-1; ademas de otros genes asociados a la resistencia a
distintas clases de antibidticos como: emrR, adefF, rsmA, ogxA, marA, KnnH, KonG, KpnF,
KpnE, H-NS, CRP, baeR, UhpT, FosA6, eptB, ArnT, msbA, tet(D), EF-Tu, catl.
Similarmente, todos estos genes, exceptuando tet(D), también fueron hallados en los
genomas de los aislamientos Kp035 y Kp050, pertenecientes a los pacientes sin COVID-
19 identificados como 9 y 13 respectivamente, y en los aislamientos Kp033 y Kp034,

obtenidos del paciente COVID-19 namero 8.

Ademas, otros aislamientos presentes en este segundo grupo de CRKP, el Kp108 y
Kp037, aislados del paciente COVID-19 namero 27 y del paciente sin COVID-19 numero
10 respectivamente, se diferenciaban en la presencia y ausencia de unos pocos genes por
un lado, Kp108 no presentaba TEM-1 en su resistoma y era lo Unico que lo diferenciaba
de los aislamientos Kp035, Kp050, Kp033 y Kp034; por otro lado, el resistoma de Kp037
era mas similar al de los aislamientos Kp066 y K072 mencionados previamente,
exceptuando por la ausencia de SHV-28 y KPC-3 en su genoma Yy porque era el unico

aislamiento que portaba SHV-1 en este clado IV (Figura 4-5) (Anexo 7).



5.Discusion

Durante el periodo de pandemia por COVID-19 se present6 un aumento de la propagacion
intrahospitalaria de Enterobacterias productoras de carbapenemasas como K. pneumoniae
(Tiri et al., 2020; Arcari et al., 2021; Amarsy et al., 2021; Gomez-Simmonds et al., 2020;
Garcia-Menifio et al., 2021; Arteaga-Livias et al., 2022). Esta CRKP fue la Enterobacteria
productora de carbapenemasas aislada en la mayoria (80,8%) de los pacientes COVID-19
(Pintado et al., 2022). Aunque la prevalencia de las coinfecciones CRKP en estos pacientes
varia de un estudio a otro, se reportd6 que esta fue entre 0,35% y 53% (Medrzycka-
Dabrowska et al., 2021). Por lo tanto, fue llevado a cabo un andlisis descriptivo
epidemiolégico, gendmico comparativo de los resistomas de CRKP aisladas durante el
periodo de pandemia, tanto de pacientes COVID-19 como de pacientes sin COVID-19

circulantes en un hospital de tercer nivel de la cuidad de Bogota D.C, Colombia.

De acuerdo con lo anterior, en el presente estudio se encontré que la incidencia de las
infecciones CRKP en los pacientes COVID-19 fue mas baja (35,9%) que la reportada en
el otro grupo de pacientes sin COVID-19 (64,1%). A pesar de ello, la mortalidad por
coinfecciones con CRKP en aquellos pacientes COVID-19 fue mas alta (40%) que en el
otro grupo de pacientes. Conforme a esto, diferentes estudios reportaron que los pacientes
COVID-19 en estado critico presentan complicaciones como sepsis cuando existen
coinfecciones con CRKP y eso se asocia a la mortalidad de los pacientes afectados
(Pintado et al., 2022; Medrzycka-Dabrowska et al., 2021).

Existen algunos factores contribuyentes al establecimiento, colonizacion y desarrollo de
infecciones con CRKP en pacientes con SARS-CoV2 positivo que conducen a los
desenlaces fatales observados, de los cuales los mas relevantes son: el estado

inmunoldgico; las enfermedades de base como la enfermedad pulmonar y la encefalopatia;
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la estancia prolongada intrahospitalaria, especialmente en UCI; el uso de tratamientos
invasivos como el uso de catéteres, la ventilacion mecanica y/o terapia de reemplazo renal;
ademas, del uso de tratamientos previos con medicamentos como antibidticos y/o
inmunomoduladores en estos pacientes (Gomez-Simmonds et al., 2020; Garcia-Menifo et
al., 2021; Medrzycka-Dabrowska et al., 2021; Catafio-Correa et al., 2021).

Lo anterior concuerda con lo reportado en el presente estudio respecto a la estancia en
UCI, factor contribuyente al desarrollo de las coinfecciones, ya que 78,6% de las CRKP se
aislaron de pacientes COVID-19 que estaban hospitalizados en la UCI. No es extrafio que
esto suceda, pues K. pneumoniae se encuentra en una frecuencia de 17,4% en la UCI
adultos, siendo reportado como el microorganismo mas frecuentemente aislado (INS,
2019).

Aunque no analizamos algunos factores de los mencionados y discutidos en variedad de
otros analisis epidemioldgicos realizados durante la pandemia tales como las
comorbilidades, el wuso de tratamientos invasivos o0 medicamentos como
inmunomoduladores, asi como el uso de los tratamientos antibiéticos combinados o la
duracion de estos tratamientos (Gomez-Simmonds et al., 2020; Garcia-Menifio et al., 2021;
Medrzycka-Dabrowska et al., 2021; Catafio-Correa et al., 2021; Pintado et al., 2022)
porque no hacian parte de los objetivos de nuestro trabajo, estos factores podrian estar
asociados a la mortalidad en los pacientes COVID-19, lo que es probablemente es una

limitacion en del presente estudio, que otros autores podrian investigar mas a fondo.

El hecho de que gran proporcion (62%) de pacientes infectados con CRKP de nuestro
estudio fueran mayores de 60 afios y de que la mayoria de los pacientes COVID-19 fueran
masculinos, concuerda con lo reportado en otros estudios realizados en pacientes COVID-
19 coinfectados con CRKP (Gomez-Simmonds et al., 2020; Medrzycka-Dabrowska et al.,
2021; Catano-Correa et al., 2021).

Se evidencié en este estudio que los pacientes COVID-19 eran mayores de 26 anos,
mientras algunos de los del grupo sin COVID-19 estaban por debajo de esta edad, lo que
coincide con los primeros reportes realizados durante la pandemia, donde se reporté que
los menores de 15 afios no eran susceptibles de enfermar a causa del virus del SARS-
CoV2 (X. Zhu et al., 2020).



Discusion 49

Por otra parte, en un estudio realizado en pacientes COVID-19 se observaron infecciones
secundarias con K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos, aisladas del tracto
respiratorio en su mayoria (61,1%), seguidas de sangre (27,8%) y orina (11,1%) en menor
frecuencia (Gomez-Simmonds et al., 2020). Otro estudio también concuerda con que el
tracto respiratorio es donde se aislaron la mayoria de estos aislamientos (41,7%) (Amarsy
et al., 2021). Por el contrario, en nuestro estudio las muestras del tracto respiratorio no
fueron las principales de donde se aislaron las CRKP del grupo COVID-19, sino de
hemocultivos (560%), quizas esto pudiera estar relacionado con un grado de compromiso

mayor de estos pacientes.

Los anteriores hallazgos son importantes, dado que conociendo la epidemiologia
microbioldgica relacionada con las infecciones de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos en pacientes con y sin COVID-19, suministrada por los datos
sociodemograficos de este estudio y otros factores clinicos relacionados, se podrian tomar
acciones de prevencion y control de infeccion extras, dirigidas a ciertos grupos
poblacionales a fin de reducir las cargas de morbimortalidad de los pacientes afectados

mas aun en momentos tan cruciales como una pandemia.

Estudios sugieren que los patrones de susceptibilidad antimicrobiana, presentes en K.
pneumoniae aisladas de pacientes COVID-19 durante la pandemia, comparado con los
patrones de susceptibilidad presentes en K. pneumoniae conocidos de afios previos, han
disminuido frente a antibidticos B-lactamicos como: piperacilina/tazobactam, cefepima,
ceftriazona, cefotaxima meropenem, imipenem y aztreonam; ademas, frente a otros
antibioticos como ciprofloxacina, gentamicina, tobramicina, amikacina; (Nori et al., 2020;
Saini et al.,, 2021). Nuestro estudio confirmé que las tasas de resistencia frente a los
antibioticos B-lactamicos testeados fueron altas en los aislamientos CRKP, destacandose
una diferencia en los dos grupos de CRKP en lo que respecta a la tasa de resistencia frente
a cefoxitina, mas alta (92,9%) en los aislamientos CRKP obtenidos de pacientes COVID-
19 (Tabla 4-4).

Sin embargo, nuestro estudio no concuerda con lo que los anteriores estudios reportaron
en lo que respecta a las tasas de resistencia frente a amikacina, pues estas fueron las
tasas de resistencia mas bajas presentes en los aislamientos de pacientes COVID-19 y sin

COVID-19, 14% vy 4% respectivamente, aunque estas tasas muestran un aumento



50 Analisis gendmico comparativo de aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae productores de
Carbapanemasas en pacientes con y sin SARS-CoV2 de la ciudad de Bogota durante el periodo de pandemia

discreto en la resistencia en los aislamientos CRKP provenientes de paciente COVID-19,

posiblemente debido a las diferencias en los tratamientos de antibidticos utilizados.

Tal y como lo indicaron otros estudios ya mencionados anteriormente (Nori et al., 2020;
Saini et al., 2021) y aquel donde se reporté una resistencia del (100%) presente en las
CRKP aisladas de pacientes COVID-19 frente a trimetoprim-sulfametoxazol (Howard-
Jones et al., 2022); nuestro estudio también confirmé que se presentaron altas tasas de
resistencia en los dos grupos de aislamientos de CRKP frente a ciprofloxacina y
trimetoprim-sulfametoxazol, aunque estas tasas de resistencia fueron mas altas en las
CRKP aisladas de pacientes sin COVID-19 (ciprofloxacina 80% y trimetoprim-
sulfametoxazol 72%), que en las CRKP aisladas de pacientes COVID-19 (ciprofloxacina

57,1% y trimetoprim-sulfametoxazol 50%).

Una de las posibles causas de esta resistencia aumentada observada durante la pandemia
por COVID-19 que proponen los autores fueron el uso indiscriminado de antibidticos,
puesto que en los hospitales fueron administrados antibioticos en una alta proporcion de
pacientes, mencionan especificamente que de un 70-72% de pacientes COVID-19 los
recibieron (Medrzycka-Dabrowska et al., 2021; Ghosh et al., 2021). Dentro de los
antibioticos mas prescritos durante la pandemia estuvieron: piperacilina/tazobactam,
amoxicilina/acido clavulanico, meropenem, ciprofloxacina, ceftazidima, ceftriazona,
cefepime, clindamicina, vancomicina, metronidazol, hidroxicloroquina, azitromicina
(Howard-Jones et al., 2022; Gomez-Simmonds et al., 2020; Garcia-Menino et al., 2021;
Arteaga-Livias et al., 2022); quizas debido a que en infecciones pasadas por (SARS) Co-
V, (MERS) CoV y AH1N1, se usaron antibioticos también de manera preventiva o como

tratamiento (Manohar et al., 2020).

En nuestro estudio, el hecho de que fueron administrados previamente al establecimiento
de la infeccion por CRKP, principalmente B-lactamicos de amplio espectro como:
ampicilina/sulbactam, cefepime, piperacilina/tazobactam y meropenem se puede
relacionar con las altas tasas de resistencia observadas frente a estos antibiéticos en los
dos grupos de CRKP (Tabla 4-5), ya que como es conocido, el uso de antibiéticos puede
conllevar a la generacion de una presion selectiva en las bacterias expuestas a ellos
(Ghosh et al., 2021). En este caso, la administracién de estos B-lactamicos mencionados,

previamente al aislamiento de las CRKP, pudieron incidir en que se presentara una presiéon
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selectiva en las CRKP, las cuales seleccionaron mecanismos de resistencia como por
ejemplo la inactivacién de antibiéticos mediada por genes productores de enzimas BLEEs
y carbapenemasas principalmente, lo que en consecuencia les confirid a estos
aislamientos altas tasas de resistencia frente a esta clase de antibiéticos (Tabla 4-4) (Tabla
4-5) y (Tabla 4-6).

En relacién con lo anterior, en el presente estudio se encontré6 que TEM-1 y SHV-28
estaban presentes mas frecuentemente en los genomas de las CRKP aisladas de
pacientes COVID-19; similar, en otro estudio, los aislamientos de K. pneumoniae obtenidos
de pacientes COVID-19 también albergaban TEM-1A (Arcari et al., 2021). Por el contrario,
en nuestro estudio CTX-M-15 fue el gen asociado a BLEEs mas distribuido en aislamientos
de pacientes sin COVID-19, ademas, uUnicamente en este grupo de aislamientos se
encontr6 LEN-17, reportado presente en K. pneumoniae desde la era pre-KPC en
Colombia (Rojas et al., 2018). Estos hallazgos confirman lo reportado en la literatura, ya
que CTXM-15, TEM y SHV, son las BLEEs mas comunmente asociadas al mecanismo de

inactivacion de B-lactamicos, presentes en K. pneumoniae (De Angelis et al., 2020).

Especificamente, las BLEEs mencionadas anteriormente son enzimas que han expandido
su espectro de accién relacionadas no solo con la hidrolisis de penicilinas, sino también
de cefalosporinas de tercera generacion y monobactamicos; sin embargo, estas enzimas
son inhibidas por inhibidores de B-lactamasas como el acido clavulanico y el sulbactam
(Bush & Jacoby, 2010). Es preocupante el hecho de que casi todas las CRKP de los dos
grupos de nuestro estudio eran resistentes a piperacilina/tazobactam, que es otro inhibidor
de de B-lactamasas ademdas de los mencionados; asi como también preocupa que la
mayoria de las CRKP aisladas de pacientes COVID-19 y un poco mas de la mitad del grupo
sin COVID-19 presentaban tasas de resistencia alta frente a cefoxitina (Tabla 4-4), lo cual
se relaciona con que los genes encontrados en los diferentes aislamientos en nuestro
estudio estan asociados a BLEESs, que a su vez han sido reportadas también como activas
frente a cefoxitina (Wilson & Torok, 2018; Bush & Jacoby, 2010).

En relacién con la distribucién de otros genes, con capacidad mas amplia de resistencia
frente a los B-lactamicos de ultimo recurso como los carbapenémicos, se observé en la
mayoria de los paciente que fueron tratados previamente con estos antibidticos y que se

presentaron altas tasas de resistencia antimicrobiana en los dos grupos de CRKP de
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nuestro estudio como se indicé anteriormente; es asi como la mayoria (86%) de los
aislamientos obtenidos de pacientes COVID-19 y de pacientes sin COVID-19 (56%)
mostraron la presencia del gen KPC-3; esto se correlaciona con el hecho histérico de que
en Colombia, el gen KPC-3 es mas predominante que el gen KPC-2 en aislamientos de
K. pneumoniae tipificados como ST258 (Rojas et al.,, 2018). Aunque en otro estudio,
realizado en New York, en CRKP aisladas de pacientes COVID-19, fue el gen KPC-2 el
que se encontré mas distribuido en estos aislamientos, quizas debido a la endemicidad
conocida de estos genes KPC en Estados Unidos (Gomez-Simmonds et al., 2020), lo cual
indica que esta clase de resistencia no es precipitada por la accion de la coinfeccion de
SARS-CoV-2 con CRKP, sino que es un mecanismo de resistencia muy conocido en este

tipo de baterias.

Segun los datos mas recientes aportados por el INS, la coproduccion de carbapenemasas
KPC+NDM es la mas comun encontrada en Enterobacterias; pero también se han
reportado otras: KPC+VIM, KPC+GES, GES+NDM, NDM+VIM y KPC+OXA-23 (INS,
2019). Esto se correlaciona con que KPC-3 y NDM-1 fueron observadas en la Kp096,
obtenida de un paciente COVID-19, en nuestro estudio. Sin embargo, en otros estudios
realizados en las CRKP aisladas de pacientes COVID-19 no se reportaron estas
coproducciones y solo se presentd un gen asociado a la resistencia a carbapenémicos en
cada uno de los aislamientos CRKP (Gomez-Simmonds et al., 2020; Arcari et al., 2021;
Amarsy et al., 2021), lo cual también reviste importancia para la salud publica e indica que
estas coproducciones son algo que se puede encontrar en este tipo de aislamientos y no
es suscitado por la presencia del SARS-CoV-2 en pacientes coinfectados con CRKP

exclusivamente.

Cabe resaltar que, en Colombia no ha sido reportado en K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas la coexpresion de NDM-1, KPC-3, OXA-2, GES-2 en un mismo
aislamiento, tal y como se reporté en la Kp082 aislada de paciente sin COVID-19 en
nuestro estudio. Esta caracteristica de coproducciones y coexpresiones es muy importante
porque les proporciona a los aislamientos una capacidad ampliada de resistencia frente a
los carbapenémicos, dejando limitadas opciones de tratamiento (Garcia-Betancur et al.,
2021). Por tanto, estas coproducciones de genes asociados a resistencia son algo que hay

que tener en cuenta y bajo vigilancia epidemiolégica en nuestro pais.
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Muchos autores destacan que la epidemiologia molecular de las CRKP podria estar
cambiando a raiz de la pandemia por COVID-19; como en Portugal donde se hallaron
CRKP de linaje ST11 con NDM-1, algo que no era endémico en ese pais (Mendes et al.,
2022); y en Peru, donde se report6 NDM en K. pneumoniae en un hospital donde nunca
antes se habia reportado (Arteaga-Livias et al., 2022). En nuestro caso la anterior
coexpresiéon mencionada podria estar relacionada con un cambio sutil que este surgiendo

en la epidemiologia molecular presente en las CRKP del hospital.

Por otra parte, se ha visto que las mutaciones en los genes que codifican las porinas junto
a la sobreexpresion de otras B-lactamasas en la misma bacteria, son en muchos casos los
causantes de la resistencia fenotipica observada a carbapenémicos en aislamientos en los
que no se encuentra un gen asociado a produccion de carbapenemasas (Founou et al.,
2019; Lomonaco et al., 2018; Wilson & Torok, 2018; Saavedra et al., 2021).

De hecho, lo anterior podria explicar porque en nuestro estudio se encontraron los
aislamientos Kp024 y Kp037 pertenecientes a pacientes sin COVID-19, resistentes a
carbapenémicos, con ausencia de genes asociados a la produccién de carbapenemasas,
pero que presentaban OmpK37 y otros genes asociados a BLEEs como ampH, LEN-17 y
SHV-1 en la Kp024; ademas de ampH, SHV-1y TEM-1 en la Kp037. Este comportamiento
no esta asociado directamente con la presencia de COVID-19 en pacientes coinfectados
con CRKP segun lo reportado en la literatura, puesto que, si bien encontramos CRKP
aisladas de pacientes COVID-19 en las que se reportaron otras porinas diferentes de
ompK37, como las ompK35/ompK36, que también se encargan de mediar la resistencia a
carbapenémicos (Howard-Jones et al., 2022); ademas, encontramos un reporte previo a
nivel nacional de aislamientos de K. pneumoniae fenotipicamente resistentes a
carbapenémicos, con ausencia de genes codificadores de carbapenemasas y con
presencia de BLEEs como CTX-M-15, SHV-11, OXA-1y TEM-1D (Saavedra et al., 2021).

Es de resaltar que, un estudio realizado especificamente durante la pandemia excluyé los
aislamientos que no presentaron genes de resistencia a carbapenémicos (Gomez-
Simmonds et al., 2020), sin embargo, en este estudio decidimos incluirlos, dado que los
casos anteriormente expuestos, reflejan la importancia de tener en cuenta este tipo de

hallazgos presentes en el resistoma en general de las CRKP circulantes comunmente en
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los hospitales, relacionados con la resistencia hacia estos antibiéticos de ultima linea de

tratamiento.

Por otra parte, los datos recolectados en este estudio revelaron que habian genes
relacionados a la inactivacion de antibidticos con distribuciones variables en los dos grupos
de CRKP asociados con la resistencia a otros antibiéticos como los aminoglucésidos,
fenicoles, rifamicinas, macrdélidos, glicopéptido e incluso fluoroquinolonas. Siendo la
distribucion de genes asociados a la resistencia a aminoglucésidos en los dos grupos de
CRKP la mas variada (Tabla 4-7). Otros estudios reportan la diversidad de genes que
producen enzimas inactivantes de aminoglucédsidos, tales como: AAC(6')-Ib-cr aacA4,
aadA1, aac(3)-1, presentes en aislamientos obtenidos previamente a la pandemia (Krapp
et al., 2017), y aac(6’)-Ib-cr, aac(3)-1, aph(3')-VI, aph (6’)-1, aac(6')-I1b3, aac(3)-lla, aadA1,
genes presentes en CRKP aisladas de pacientes COVID-19 (Arcari et al., 2021; Amarsy et
al., 2021). Lo cual indica que las CKRP aisladas de pacientes COVID-19 poseen tal
diversidad de genes asociados a la resistencia a aminoglucésidos al igual que las CRKP

aisladas de pacientes sin COVID-19.

Destacamos el hallazgo de APH(3')-VI que unicamente se encontrd en algunas CRKP
aisladas de pacientes COVID-19 en nuestro estudio. Se ha demostrado como aph(3')-Via
estaba presente en el plasmido IncQ1Via del aislamiento ST395-blaOXA-48, obtenido de
un paciente COVID-19, lo que fue asociado a la resistencia fenotipica observada en este
aislamiento frente a amikacina (Shelenkov et al., 2022). Esta distribucion en el presente
estudio se relaciona con que algunas de las CRKP aisladas de pacientes COVID-19 en el
presente estudio eran mas resistentes frente a amikacina que las CRKP del otro grupo

(Tabla 4-4) posiblemente a causa de la diversidad de CRKP circulantes en el hospital.

Por el contrario, el gen BRP(MBL), asociado a la resistencia a la bleomicina (Dortet et al.,
2017), solo se encontré en nuestro estudio en una CRKP aislada de un paciente sin
COVID-19, en la que ademas se hall6 en el resistoma NDM-1. El gen BRP(MBL) se ha
hallado presente en aislamientos de K. pneumoniae, obtenidos durante la pandemia en el
2020, junto a NDM-1 en un transposén Tn125-like (Mendes et al., 2022). Este caso y el
anterior del gen asociado a la resistencia a aminoglucésidos, reflejan la importancia de la
diseminacion de estos genes a través de la transferencia horizontal y ademas subraya que

las variaciones en estos genes asociados a la resistencia a otros antibidticos se
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presentaron en los dos grupos de CRKP, lo cual no es exclusivo de las CRKP aisladas de
pacientes COVID-19, posiblemente relacionado con el tratamiento previamente

administrado.

Por otro lado, con referencia a que se encontré que habian genes asociados a bombas de
eflujo presentes en las 39 CRKP de nuestro estudio como: LptD, KpnH, KpnG, KpnF, KpnE,
H-NS, CRP, baeR, emrR, adeF, rsmA, msbA; que les conferian resistencia multiple a estos
aislamientos, podemos decir que las bombas de eflujo son un componente importante de
resistencia a multiples clases de antibidticos, que dota a cualquier clase de K. pneumoniae
que las exprese de la capacidad de MDR e incluso de XDR. Es asi como las bombas de
eflujo KpnH, KpnG, KpnF, KpnE, OgxA y OgxB, han sido las mas reportadas en K.
pneumoniae (Pulzova et al., 2017; Krapp et al., 2017); ademas, genes como ogxA y ogxB
se han hallado en el resistoma de CRKP aisladas de pacientes COVID-19 (Amarsy et al.,

2021), y se han asociado a la resistencia a desinfectantes y detergentes (Li et al., 2019).

En el presente trabajo se identificaron los genes 0gxB'y qacEdelta, en baja proporcién en
los dos grupos de CRKP; por el contrario, el 0gxA se encontré en mas del 91% de los
asilamientos de los dos grupos de CRKP del estudio, al igual que marA, otro gen asociado
a la resistencia a varias clases de antibioticos y al triclosan (Tabla 4-8). Es interesante
saber que se han reportado anterior a la pandemia K. pneumoniae expuestas a biocidas y
a ciprofloxacina, lo cual se relaciona con mutantes que favorecen la presion selectiva como

la expresion alta de bombas de eflujo y de reguladores como marA (Curiao et al., 2015).

Se sabe que en el periodo de la pandemia, tanto en los hospitales como a nivel comunitario
se hizo alto uso de antisépticos, desinfectantes y biocidas (Ghosh et al., 2021) con el fin
de llevar a cabo los protocolos de limpieza y desinfeccién y como medidas de autocuidado
para prevenir la diseminacion del COVID-19; sin embargo, estas bacterias también estan
expuestas a constante presion selectiva a estos agentes en la cotidianidad del medio
intrahospitalario, lo cual demuestra que es imprescindible investigar nuevos medicamentos
para afrontar la problematica de la resistencia antimicrobiana que también tiene que ver

con el uso de biocidas y desinfectantes.

En el presente estudio ademas se reportd una distribucion variable de genes asociados al

mecanismo de modificacion de antibidtico (Tabla 4-9). Destacamos que en frecuencia alta
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en los dos grupos de CRKP del estudio se hallé EF-Tu, asociado a la resistencia a
elfamicina, un medicamento en estudio (Prezioso et al., 2017), y aunque este gen no se
reportd en otros estudios en aislamientos CRKP obtenidos durante la pandemia, el
hallazgo de este gen en el presente estudio en las CRKP aisladas de pacientes con y sin
COVID-19 en similar proporcién, demuestra que la resistencia de las CRKP esta ampliada
en la actualidad, incluso frente a los nuevos medicamentos aun en desarrollo, dejando

pocas opciones terapéuticas.

Estudios realizados durante la pandemia han reportado que qnrB, parC y gyrA mutados;
son los genes mas reportados en CRKP aisladas de pacientes con y sin COVID-19,
asociados a el mecanismo de modificacion de antibiético y la resistencia a fluoroquinolonas
(Amarsy et al., 2021; Mendes et al., 2022). En relacién con esto, en nuestro estudio, a
pesar de que se encontré que parCy gyrA, estaban presentes en baja frecuencia en los
dos grupos de CRKP; la distribucion de QnrB1 fue mas amplia, presente en (44%) de las
CRKP aisladas de pacientes sin COVID-19 y en (29%) de las CRKP aisladas de pacientes
COVID-19, ademas, QnrB6 solo fue hallado en las primeras CRKP (Tabla 4-9), lo cual, se
relaciona con las tasas mas altas de resistencia observadas en las CRKP del grupo sin
COVID-19 que en el otro grupo, posiblemente asociado al tratamiento antibiético previo
administrado (Tabla 4-4).

Por otro lado, dfr14, dffA27 y dfrA12; asociados al mecanismo de modificaciéon de
antibiotico y con la resistencia a trimetoprim, se hallan comunmente en el resistoma de K.
pneumoniae (Saavedra et al., 2021); el gen dfr14 incluso estaba presente en CRKP
aisladas de pacientes COVID-19 durante la pandemia (Amarsy et al., 2021; Arcari et al.,
2021). Se resalta que la distribucibn de genes asociados a la resistencia a
trimetoprim/sulfametoxazol en nuestro trabajo puede deberse a que previamente en el
caso del 12% de aislamientos CKRP les fue administrado trimetoprim/sulfametoxazol a sus

correspondientes pacientes sin COVID-19 (Tabla 4-5).

Con relacion a lo anterior, en el presente estudio dfrA27 y dfrA6 fueron aislados Unicamente
en las CRKP del grupo sin COVID-19, mientras que dfr14 estaba mas distribuido en el
grupo de CRKP aisladas de pacientes sin COVID-19 que en el otro grupo de aislamientos
(Tabla 4-9). Similar a esta ultima distribucién se hallaron los genes sul2, asociados con la

resistencia a sulfonamidas. En general los genes sul estaban presentes en CRKP aisladas
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durante la pandemia (Amarsy et al., 2021). Aunque comunmente presentes en los

aislamientos CRKP son hallados especificamente sul2 y sul1 (Krapp et al., 2017).

En lo que se refiere al analisis epidemiolégico y gendmico de los 39 aislamientos del
presente estudio, este reveld que habian 14 STs, de los cuales 2 STs eran nuevos.
Ademas, que el ST1082, fue el secuenciotipo donde se asignaron 17 de las CRKP del
estudio, aisladas tanto de pacientes COVID-19 como de pacientes sin COVID-19. El
ST1082 es un secuenciotipo poco frecuente asignado a CRKP, se ha hallado en una K.
pneumoniae aislada de un paciente con infecciones necrotizantes de la piel y los tejidos
blandos (Krapp et al.,, 2017), por lo cual es importante hacer vigilancia gendémica y

epidemiolégica a estos STs en el pais.

Se destacé que el segundo ST, asignado a los dos grupos de CRKP de nuestro estudio,
fue el ST258; este ST es perteneciente al complejo clonal CG258, se asocia a IAAS y ha
sido reportado en (208/425) aislamientos recolectados entre 2013 y 2017 en Colombia
(Saavedra et al., 2021) y en CRKP aisladas de pacientes COVID-19 durante un periodo

de la pandemia en New York (Gomez-Simmonds et al., 2020).

Otros STs que fueron descritos en nuestro estudio en menor frecuencia fueron el ST236
y ST17, asociados a CRKP aisladas de pacientes sin COVID-19, al igual que los
singletones: ST1563, ST392, ST37, ST244, ST412; es de destacar que ST17, ST392 y
ST37 se han reportado previamente en Colombia (Saavedra et al., 2021). Sin embargo,
ST236-KPC se ha aislado en CRKP en lIsrael (Adler et al., 2015); ST244 ha sido obtenido
de un aislamiento de un paciente en Finlandia en el afio 2010 que fue un caso referido
como importado de Espafa (Osterblad et al., 2012); ST412 se ha reportado en un
aislamiento en Taiwan sin la presencia de genes que le confirieran resistencia a
carbapenemasas (Lee et al.,, 2021) y ST1563 se ha aislado en K. pneumoniae con
resistencia a colistina (Kieffer et al., 2017). Esto denota la expansién y diseminacién
geografica de estos grupos clonales diversos circulantes en el mundo y también en los
hospitales del pais como en el hospital analizado, algo que sucede constantemente y que

permite la evolucion de estos grupos clonales y su intercambio genético.

En lo que respecta a STs unicos asignados a CRKP aislados de pacientes COVID-19,
estos fueron ST14, ST307 y ST219, todos se han reportado en CRKP en Colombia
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previamente (Saavedra et al., 2021). Sin embargo, en otros estudios las CRKP aisladas de
pacientes COVID-19 se han tipificado como ST15, ST101, ST258, ST70 (Arcari et al.,
2021; Amarsy et al., 2021; Gomez-Simmonds et al., 2020). Estos hallazgos revelan la
heterogeneidad de los linajes encontrados en nuestro estudio, relacionados con la
diversidad de clones circulantes en el hospital durante el periodo de pandemia
seleccionado, lo cual no es algo que se deba a la presencia de la coinfeccion SARS-CoV-

2 con CRKP especificamente en este grupo de pacientes.

Por otra parte, el agrupamiento del arbol de maxima verosimilitud, basado en la alineacion
de los SNPs del core de los 39 CRKP, concuerda en su gran mayoria con la diversidad
genética de los secuenciotipos MLST presentes en nuestro estudio. Los cuatro clados
principales: I, II, lll y IV, tenian un tipo en particular de MLST en cada clado. Sin embargo,
el clado Il incluyé un aislamiento asignado a un ST no reportado en la base de datos
MLST, mientras que el resto fueron tipificados como ST236 (Figura 4-5); lo que muestra la
mayor capacidad de resolucion al utilizar la informacion del genoma completo a través de
los SNPs que la del MLST como era de esperarse, ya que el ST no reportado podria
considerarse como no asociado a las demas CRKP ST236 del clado lll, en caso de
utilizarse solamente MLST para la tipificacion, dando una informacién errada en términos
de las relaciones de clonalidad entre los diferentes aislamientos y dificultando el

seguimiento preciso de la diseminacion de los diferentes clones en el hospital.

Ademas, se resalté que el clado Il, 11l y IV fueron de distribucion clonal, debido a que sus
correspondientes CRKP estaban cercanamente relacionadas dada la distancia de menos
de 50 SNPs entre ellas. Se resalta como el clado Il presentd aislamientos provenientes
de pacientes sin COVID-19, mientras que los clados I, lll y IV tenian CRKP aisladas de los
dos grupos de pacientes del estudio. Esta diversidad genética de las CRKP hallada en
nuestro estudio, concuerda con otro estudio realizado durante la pandemia en ltalia, entre
marzo y mayo del 2020, donde se encontré que las CRKP aisladas de pacientes COVID-
19 en los hospitales no se constituyen un linaje aparte de las otras aisladas de pacientes
sin COVID-19 (Arcari et al., 2021).

Especificamente, en nuestro estudio en el clado IV las CRKP se asignaron al ST1082, este
ademas de ser el clado donde se agruparon mas aislamientos CRKP de los dos grupos de

estudio 43,6%, fue el que mas permanecio durante periodo seleccionado por el estudio
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con aislamientos circulando desde marzo del 2020 hasta junio del 2021. Lo anterior tiene
relacién con lo observado en otro estudio, donde K. pneumoniae ST258 aisladas de
pacientes COVID-19, entre marzo y abril del 2020 en New York, conformaban 4 linajes
diferentes relacionados genéticamente con otros aislados ST258 obtenidos en un periodo
previo a la pandemia (Gomez-Simmonds et al., 2020). Lo cual indica que algunas de las
CRKP aisladas de pacientes COVID-19 tienen relacién con otros aislamientos circulantes

en los hospitales obtenidos de diversidad de pacientes.

Estos hallazgos refuerzan la importancia de la vigilancia genémica basada en WGS, para
revelar la emergencia de linajes y clones epidemiologicos que se diseminan en el tiempo,
herramienta que viene convirtiéndose en un gold estandar a nivel hospitalario para hacer

seguimiento y control de brotes (Hernandez et al., 2020).

Por otra parte, el hecho de que los pacientes sin COVID-19 identificados como 7y 19, asi
como el paciente COVID-19 identificado como 8, tenian algunos de sus aislamientos K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos ubicados en diferentes clados, con diferentes
genes de resistencia (Figura 4-5), implica posiblemente un riesgo para el pronéstico,
tratamiento y la evolucién de estos pacientes durante su hospitalizacién, debido a que esto
muestra que los pacientes estuvieron infectados con dos tipos diferentes de CRKP. Esto
parece ser un caso recurrente y no exclusivamente suscitado por el COVID-19, ya que lo
mismo fue reportado en varios estudios durante la pandemia tanto en pacientes sin COVID-
19, como en pacientes COVID-19 (Mendes et al., 2022; Gomez-Simmonds et al., 2020).
Lo anterior aumenta la importancia de realizar varios screening de todos los pacientes que
ya estan infectados, en la practica clinica rutinaria, en busqueda de infecciones por
multiples de CRKP.

En relacion con la distribucidon de los genes de resistencia presentes en los diversos linajes
CRKP, se evidencié que habia una gran variabilidad de los mismos (Figura 4-5); incluso
dentro de los mismos clados las CRKP que los conformaban no portaban los mismos
genes de resistencia. Es asi como en el clado IV, aunque habian genes presentes en el
100% de sus aislamientos que mediaban la resistencia a diversas clases de antibiéticos;
también se destaca que habian 16 genes que variaban porque no se encontraron
presentes en todas las CRKP de este clado como: CTX-M-15, OXA-1, SHV-1, SHV-28,
TEM-1, KPC-3, EF-Tu, QnrB1, marA, APH(6)-Id, AAC(6')-Ib-cr, dfrA14, sul2, catl, tet(A),
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tet(D). Incluso parecian haber dos grupos de CRKP con genes asociados a resistencia
distintos (Figura 4-5). Algo similar se encontré en un estudio donde se menciona la
variacion dentro de un mismo grupo clonal, conformado por CRKP aisladas de pacientes
COVID-19, del gen CTX-M-15 presente en unas CRKP y ausente en otras (Arcari et al.,
2021).

Esta variacion dentro de un mismo clado del resistoma presente en las CRKP se relacioné
con la adquisicién o pérdida de genes de resistencia favorecida por la transferencia
horizontal de genes, puesto que el 81% de los genes que variaban estaban ubicados en
plasmidos en casi todas las CRKP donde se hallaron. La transferencia horizontal de genes
por medio de elementos genéticos moviles conducen a la diseminacién de genes de
resistencia en K. pneumoniae (Pitout et al., 2015). Tal es el caso de genes como los KPC
que comunmente se encuentran junto a elementos transponibles como el Tn4401b
asociado a plasmidos (Rojas et al., 2018) tales como IncFIB(K), IncFII(K), ColRNAI, IncR
y IncFll.

Similar, un estudio realizado durante la pandemia entre agosto y diciembre del 2020, en
un hospital de Portugal, reveld6 mediante WGS, la presencia de un brote causado por
CRKP-ST11, cuyo analisis plasmidico demostré que el gen NDM-1 que albergaban estos
aislamientos se encontraba junto a elementos genéticos méviles como la secuencia de
insercion IS30 y hacia parte de un transposon Tn125-like (Mendes et al., 2022). De manera
que entonces, es la presencia de todos estos elementos genéticos méviles en los diversos
aislamientos clinicos en gran medida lo que propicia la capacidad de transferencia de

genes de resistencia entre distintos clones, facilitando asi su expansion internacional.

Los hallazgos anteriores resaltan la importancia de los elementos genéticos moviles como
las principales plataformas de diseminacion de variedad de genes de resistencia y los
responsables de la endemicidad de aislamientos CRKP causantes del aumento de la AMR,
un fendmeno que no es exclusivo de la pandemia ni de solo los CKRP aislados de
pacientes con y sin COVID-19 en ese periodo, sino que esta presente desde hace mucho

tiempo en diversidad de aislamientos CRKP intrahospitalarios.



6.Conclusiones y Recomendaciones

6.1 Conclusiones

Se encontraron tasas de resistencia altas frente a [B-lactamicos similares en los
aislamientos obtenidos de los dos grupos pacientes, con excepcion de la resistencia frente
a cefoxitina, mas alta en aislamientos de pacientes COVID-19, y de ciprofloxacina y
trimetoprim/sulfametoxazol, mas alta en aislamientos de pacientes sin COVID-19,
correlacionadas con la distribucion de los genes de resistencia y la administracién previa

de antibidticos B-lactamicos y trimetoprim/sulfametoxazol.

En general no se observaron diferencias en comportamiento en la distribucion de genes
pertenecientes a los diferentes mecanismos de resistencia entre los dos grupos de
aislamientos, aunque debido alto numero de tipos encontrados, se observaron genes
presentes unicamente en algunos aislamientos de pacientes COVID-19, como: tet(B);
APH(3')-VI; ErmB; QnrS1 y dfrA12; y unicamente en aislamientos de pacientes sin COVID-
19, como: AAC(6')-Ib10, aadA16, BRP(MBL), LEN-17, GES-2, QnrB6, dfrA6, dfrA27.

El arbol filogenético indica una alta variabilidad genética en los aislamientos estudiados,
dentro de los que se identificaron 14 secuencio tipos, 2 de los cuales no habian sido
reportados previamente, siendo el ST1082, un ST poco frecuente en Colombia donde se

distribuyeron buena proporcion de los dos grupos de aislamientos del estudio.

La presencia dentro de los grupos clonales Il y IV identificados en el arbol filogenético con
genomas de aislamientos obtenidos de pacientes con o sin COVID-19, indica que la
coinfeccion con SARS-CoV-2 no esta asociada a un tipo de CRKP en particular, sino
posiblemente a los tipos que estén circulando en el ambiente donde se realiza la atencién

de los pacientes.



62 Analisis gendmico comparativo de aislamientos clinicos de Klebsiella pneumoniae productores de
Carbapanemasas en pacientes con y sin SARS-CoV2 de la ciudad de Bogota durante el periodo de pandemia

Se observé la coexistencia de los genes NDM-1, GES-2, OXA-2 y KPC-3 en el aislamiento
Kp096, obtenido de un paciente sin COVID-19, combinacién de genes no reportada hasta

el momento.

Se observaron variaciones en los resistomas de aislamientos con relaciones clonales
cercanas (> 50 SNPs de diferencia), indicativas de que la fuerte presién selectiva hace que
la bacteria rapidamente adquiera nuevos elementos gendmicos asociados a mecanismos

de resistencia, posiblemente a través transferencia horizontal de genes.

6.2 Recomendaciones

Es importante implementar la aplicacion de técnicas como WGS en los laboratorios de
microbiologia que permitan obtener en tiempo real el genoma de las CRKP circulantes en
los hospitales circulantes en los hospitales en especial en escenarios tan complejos como

el desarrollo de una pandemia.

Se debe hacer énfasis de manera preventiva y sistematica en fortalecer los PROA asi
como los protocolos de prevencion y control de infecciones dirigido a evitar la diseminacion

de CRKP en pacientes hospitalizados mas aun durante una pandemia.

Seria importante estudiar estudiar las CRKP hipervirulentas que podrian causar posibles
coinfecciones lo que tendria implicaciones en el desenlace fatal de los pacientes COVID-
19.

Seria interesante analizar muestras tomadas en otros hospitales y comparar el
comportamiento gendmico y epidemiolégico de las CRKP de nuestro estudio con el de

esas otras CRKP.



Anexos: Tablas y Figuras

1. Datos epidemioldgicos y clinicos de los pacientes COVID-19 y pacientes sin COVID-19 con sus respectivos

aislamientos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos

Paci Fecha de Cadigo del
acientes Edad . : . . Fecha del
COVID-19 (Sexo) Ingres_o al aislamiento en Tipo de Muestra Servicio aislamiento Desenlace
Hospital el IBUN
5 74 (M) 13/06/2020 Kp026 HEMO 3 UClI 22 27/06/2020 fallecido
6 74 (M) 18/06/2020 Kp027 HEMO 1 UCI 32 3/07/2020 fallecido
Kp032 HEMO 3 UCI 25 15/09/2020
Kp033 HEMO 1 UCl 25 15/09/2020
8 61 (F) 6/09/2020 Kp034 SOT UCI 25 17/09/2020 vivo
12 65 (F) 13/11/2020 Kp048 URO UCI 1 cama 31 24/11/2020 fallecido
tejido seno etmoidal y maxilar
Kp061 derecho Hospitalizacién 447 7/12/2020
tejido seno etmoidal y maxilar
15 47 (M) 27/10/2020 Kp062 Izquierdo Hospitalizacion 447 7/12/2020 vivo
Kp066 SOT UCI 1 cama 25 17/02/2021
17 77 (M) 1/02/2021 Kp072 punta de catéter UCI 1 cama25 20/02/2021 vivo
18 52 (F) 20/01/2021 Kp096 HEMO2 Hospitalizacién 351 18/04/2021 vivo
27 50 (M) 8/05/2021 Kp108 HEMO 1 UCI 3 cama 208 B 9/06/2021 vivo
28 56 (M) 7/07/2021 Kp119 HEMO 2 UCI 1 cama 1 11/07/2021 vivo
29 65 (M) 10/07/2021 Kp120 URO UCI 1 cama6 12/07/2021 fallecido

Sexo: (M): masculino; (F): femenino. Fecha: dia/mes/afio. Tipo de Muestra: HEMO 1,2,3: nimero del hemocultivo, URO: urocultivo, SOT: secrecion orotraqueal.

UCI: servicio UCI.
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Anexo 1: (Continuacion)

Pacientes sin Edad Fecha de Ingreso .Cédi.go del . - . .
COVID-19 (Sexo) al Hospital aislamiento en Tipo de Muestra Servicio Fecha del Aislamiento Desenlace
el IBUN
1 34 (M) 2/01/2020 Kp021 Hueso sacro Hospitalizaciéon 332 23/03/2020 vivo
Kp018 secrecion columna Hospitalizacién 212 12/04/2020
Kp019 secrecion columna Hospitalizacién 212 16/04/2020
2 71 (M) 26/02/2020 Kp017 hueso vertebral UClé 18/04/2020 vivo
3 76 (M) 30/05/2020 Kp024 URO UClI26 1/06/2020 fallecido
4 96 (M) 11/06/2020 Kp025 URO Hospitalizacién 333 13/06/2020 vivo
Kp029 HEMO 3 Hospitalizacion 305A 26/07/2020
Kp030 HEMO 2 Hospitalizacion 305A 26/07/2020
7 75 (F) 5/07/2020 Kp031 HEMO 2 Hospitalizacion 349 30/07/2020 vivo
9 76 (F) 21/10/2020 Kp035 HEMO 3 Hospitalizacion 354 24/10/2020 vivo
10 25 (F) 23/10/2020 Kp037 SOT UcCl 18 24/10/2020 fallecido
11 75 (M) 1/11/2020 Kp039 URO Hospitalizacion 435 6/11/2020 fallecido
13 70 (F) 28/11/2020 Kp050 URO UCI 2 camail4 30/11/2020 vivo
Kp052 URO Hospitalizaciéon 453 2/12/2020
14 51 (M) 8/11/2020 Kp053 HEMO 3 Hospitalizacion 453 30/11/2020 vivo
16 61 (F) 24/02/2021 Kp065 URO UCI1 cama 3 27/02/2021 fallecido
Kp080 URO UCI 3 cama 216 27/01/2021
19 23 (M) 25/12/2020 Kp082 URO UCI 3 cama 216 13/03/2021 vivo
20 51 (F) 5/02/2021 Kp078 liquido peritoneal UCI 1 cama 1 9/02/2021 fallecido
21 66 (F) 5/03/2021 Kp089 drenaje biliar UCI1 cama 2 23/03/2021 vivo
22 61 (M) 22/02/2021 Kp091 SOT UCl 2 cama 5 11/03/2021 vivo
23 51 (F) 21/03/2021 Kp101 secrecion hallux derecho Hospitalizaciéon 350 27/03/2021 vivo
24 76 (F) 9/03/2021 Kp103 URO Hospitalizacion 405B 21/04/2021 vivo
25 71 (F) 17/05/2021 Kp104 liquido peritoneal Servicio de cuidado renal 17/05/2021 vivo
26 42(M) 28/04/2021 Kp105 SOT UCI 4 cama 205 B 13/06/2021 vivo

Sexo: (M): masculino; (F): femenino. Fecha: dia/mes/afio. Tipo de Muestra: HEMO 1,2,3: numero del hemocultivo, URO: urocultivo, SOT: secrecion orotraqueal.

UCI: servicio UCI.
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2. Identificacion bioquimica de los 39 aislamientos de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos

] Cédigo de Pruebas bioquimicas
Ndmero de | |a¢ GRKP en [ - TSt - S
el IBUN ermentacion de Produccion de Produccién de
carbohidratos Gas H2S Urea Citrato H2S Indol Movilidad
1 Kp021 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp018 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp019 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
2 Kp017 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
3 Kp024 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
4 Kp025 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
S Kp026 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
6 Kp027 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp029 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp030 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
7 Kp031 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp032 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp033 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
8 Kp034 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
9 Kp035 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
10 Kp037 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
11 kp039 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
12 Kp048 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
13 Kp050 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
14 Kp052 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp053 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
15 Kp061 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp062 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
16 Kp065 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
17 Kp066 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp072 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
18 Kp096 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
19 Kp080 AIA (+) (-) (+) (+) (=) | (=) (-)
Kp082 AA (+) (-) (+) (+) () | (=) (-)
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sdido d Pruebas bioquimicas
Nimero de | 0090 d° TSI SIM
Paciente asel IBUNen Fermentacion de Produccién de Produccion de
carbohidratos Gas H2S Urea Citrato H2S Indol Movilidad
20 Kp078 AIA (+) (-) (+) (+) (-) | (-) (-)
21 Kp089 AIA (+) (-) (+) (+) (-) | (-) (-)
22 Kp091 AIA (+) (-) (+) (+) (-) | (-) (-)
23 Kp101 AIA (+) (-) (+) (+) () | (-) (-)
24 Kp103 AIA (+) (-) (+) (+) () | (-) (-)
25 Kp104 AIA (+) (-) (+) (+) () | (-) (-)
26 Kp105 AIA (+) (-) (+) (+) () | (-) (-)
27 Kp108 AIA (+) (-) (+) (+) () | (-) (-)
28 Kp119 AIA (+) (-) (+) (+) () | (-) (-)
29 Kp120 A/A (+) (-) (+) (+) () | () (-)
En color azul se encuentran los pacientes COVID-19 y sus respectivos aislamientos CRKP. Resultado: (+): positivo; (-): negativo. Medios de cultivo: TSI: tres

azucares de hierro; SIM: sulfuro, indol, movilidad. H2S: acido sulfurico.
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3. Caracteristicas de los ensamblajes de los 39 genomas de los aislamientos de K. pneumoniae resistentes a

carbapenémicos

Nur_nero Cédigo del | Tamaio d_el Profundidad % GC N50 Numer_o de
paciente IBUN ensamblaje Contigs
1 Kp021 5445162 64,69 57.41 193.163 93

Kp017 5451911 133,14 57.40 198.100 77
Kp018 5357853 102,36 57.87 225.113 89
2 Kp019 5446558 110,35 57.41 233.700 85
3 Kp024 5663944 128,68 57.23 448.457 58
4 Kp025 5564713 165,16 57.16 175.882 68
5 Kp026 5517442 123,92 57.34 49.842 207
6 Kp027 5587119 132,35 57.15 343.415 46
Kp029 5449973 92,91 57.41 225.324 78
Kp030 5438528 96,37 57.23 313.979 50
7 Kp031 5436191 85,88 57.24 278.175 56
Kp032 5652461 84,09 57.28 313.979 48
Kp033 5449404 51,12 57.43 304.754 70
8 Kp034 5450489 50,02 57.43 198.564 72
9 Kp035 5446453 60,96 57.42 217.910 67
10 Kp037 5520913 66,55 57.35 301.679 75
11 kp039 5514430 95,63 57.13 216.357 58
12 Kp048 5907364 80,94 56.95 214.633 110
13 Kp050 5472682 98,33 57.43 179.036 70
Kp052 5857075 92,97 57.01 134.163 114
14 Kp053 5791237 90,1 57.07 137.127 105
Kp061 5463816 75,11 57.37 225.113 85
15 Kp062 5453682 79,12 57.4 193.164 78
16 Kp065 5464749 119,89 57.39 328.120 68
Kp066 5415078 122,46 57,46 273.548 65
17 Kp072 5417183 106,58 57,45 326.520 63
18 Kp096 5645552 79,35 57,02 233.445 63
19 Kp080 5456754 110,07 57,4 196.195 76
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Nur_nero Cdédigo del | Tamaiio d_el Profundidad % GC N50 Numer_o de
paciente IBUN ensamblaje Contigs
Kp082 6020697 96,67 56.92 129.489 112
20 Kp078 5883756 121,93 56.88 199.156 84
21 Kp089 5464912 77,43 57.23 451.732 28
22 Kp091 5559694 147,79 57.18 619.412 41
23 KP101 5412221 93,08 57.26 277.831 43
24 Kp103 5510621 76,57 57.19 877.287 28
25 Kp104 5630978 73,84 57.07 272.724 44
26 Kp105 5420107 80,85 57.26 753.681 34
27 Kp108 5266299 94,62 57.61 219.991 43
28 Kp119 5886961 75,02 56.93 171.390 96
29 Kp120 5880849 70,05 56.92 164.031 103
Promedio 5555790 95,05 57,33 277.338 73
Minimo 5266299 50,02 57,02 49.842 28
Maximo 6020697 165,16 57,46 877.287 207

En color azul se encuentran los pacientes COVID-19 y sus respectivos aislamientos CRKP
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4. Caracteristicas de la anotacion de los ensamblajes de los 39 genomas de los aislamientos de K.

pneumoniae resistentes a carbapenémicos.

:aucrir:\rtz co?Bl%?\ldel CDS tRNA rRNA prgg :::isos

1 Kp021 5067 77 7 5293

Kp017 5071 78 8 5300
2 Kp018 4969 78 8 5196

Kp019 5070 78 8 5298
3 Kp024 5261 76 9 5478
4 Kp025 5191 78 9 5415
S Kp026 5151 80 8 5376
6 Kp027 5199 79 10 5421

Kp029 5068 76 7 5292
7 Kp030 5061 78 8 5274

Kp031 5270 78 8 5270

Kp032 5252 80 7 5470
8 Kp033 5085 78 7 5307

Kp034 5088 78 8 5313
9 Kp035 5084 77 8 5306
10 Kp037 5157 78 9 5385
11 kp039 5151 80 9 5374
12 Kp048 5589 78 9 5831
13 Kp050 5109 76 7 5332

En color azul se encuentran los pacientes COVID-19 y sus respectivos aislamientos CRKP
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paciente | BN |  €DS RNA | RNA | SRR
14 Kp052 5526 78 11 5771
Kp053 5449 78 11 5691
15 Kp061 5087 78 8 5316
Kp062 5070 77 8 5297
16 Kp065 5094 76 8 5319
17 Kp066 5036 77 7 5254
Kp072 5046 78 9 5266
18 Kp096 5298 76 8 5520
19 Kp080 5084 76 8 5310
Kp082 5720 76 9 5964
20 Kp078 5567 77 11 5803
21 Kp089 5106 77 8 5327
22 Kp091 5239 80 7 5460
23 KP101 5035 76 8 5242
24 Kp103 5159 79 10 5386
25 Kp104 5219 81 10 5443
26 Kp105 5001 79 9 5223
27 Kp108 4898 77 7 5115
28 Kp119 5566 78 10 5804
29 Kp120 5557 76 10 5798
Promedio 5196 78 8 5416
Minimo 4898 76 7 5115
Maximo 5720 81 11 5964

En color azul se encuentran los pacientes COVID-19 y sus respectivos aislamientos CRKP
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5. Genes de resistencia presentes en las 39 K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos aisladas de
pacientes COVID-19 y de pacientes sin COVID-19

Genes de resi cia
o
o £
£ ] = =
(] X < = ("} a
rt o 5 E ] =IR1(8 =
& o 3 = = e ~ SEl=lzlel222|2]S =
& w5 SEEEEERRBRRl TN RlE|sl 5 s 5 < [z @ x| s [EElEElEER Rl <8l oo xS = [2 [ 5 | L |l S <
X EREEEEERRICICERIREIEISEIEEISSIEE LR ISR EEEEEEIEEEREECICCISSERRRERREEREERRERERERREERRERE
SIEESEEEERESSES|ZISIS|EE|S|S|SESISISIS2|S|SIERRRRLEEISIEZIEESSISRIRZEEEESSSESEEESECEEEISEEERISEE

-

Kp021 | 23/03/2020 [ 1082

Kp018 | 12/04/2020 [ 1082

2 Kp019 | 16/04/2020 [ 1082
Kp017 | 18/04/2020 [ 1082

3 Kp024 1/06/2020 1563

4 Kp025 | 13/06/2020

5 Kp026 | 27/06/2020 14

6 Kp027 3/07/2020 307
Kp029 | 26/07/2020 [ 1082

7 Kp030 | 26/07/2020 | 236

Kp031 | 30/07/2020 | 236

Kp032 | 15/09/2020 -

8 | Kp033 | 15/09/2020 | 1082

Kp034 | 17/09/2020 [ 1082

9 Kp035 | 24/10/2020 [ 1082

10 | Kp037 | 24/10/2020 | 1082

11 | Kp039 | 6/11/2020

12 | Kp048 | 24/11/2020 [ 258

13 | Kp050 | 30/11/2020 | 1082

14 Kp052 2/12/2020 258

Kp053 | 30/11/2020 [ 258

Kp061 7/12/2020 1082

s Kp062 | 7/12/2020 [ 1082

16 | Kp065 | 27/02/2021 | 1082

17 Kp066 | 17/02/2021 [ 1082
Kp072 | 20/02/2021 [ 1082

18 | Kp096 | 18/04/2021

19 Kp080 | 27/01/2021 | 1082

Kp082 | 13/03/2021 258

20 | Kp078 9/02/2021 258

21 | Kp089 | 23/03/2021 17

22 | Kp091 11/03/2021

23 | Kp101 | 27/03/2021 236

24 | Kp103 | 21/04/2021 17

25 | Kp104 | 17/05/2021 412

26 | Kp105 | 13/06/2021 -

27 | Kp108 | 9/06/2021 1082

28 | Kp119 | 11/07/2021 258

29 | Kp120 | 12/07/2021 258

En color azul se encuentran los pacientes COVID-19 y sus respectivos aislamientos CRKP. Los genes se encuentran clasificados asi: en rosado: genes relacionados con bombas de
eflujo; en amarillo: genes relacionados con inactivacion del antibiético; verde: genes relacionados con la modificacion del sitio blanco del antibidtico; en azul: genes relacionados con
alteracion de la permeabilidad (porinas). Genes clasificados como perfect (verde) y como Strict (amarillo) segun el programa RGI
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6. Linea del tiempo de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos presentes en el clado IV del arbol

filogenético basado en los SNPs del core de las 39 CRKP del estudio

Aiio 2020

Mes 1 2m 5 6 7 H 10 m
Dia 26]23]2428[12[16[18] 30 [ 1 [11]13]18]20]23]27] 3 [ 5 [26]30] 6 [15[17[21]22[23]24]27[30]31][1[2[ 6] 8 [13]14]23|24]25[28[30[ 1 [2[ 7 [14[25[ 26 | 27

Paciente |Aislamiento |MLST

N

1 Kp021 I MX H332 [HS|
Kpo18 I Mx| H212 [ sC]
Kp019 I MX H212 [sC
2 Kp017 I MX| U |HV
7 Kp029 I [MX] H305A [ HEMO
Kp033 MX U25 [ HEMO |
8 Kp034 | 1082 MX U2s [ sot
9 Kp035 [ MX H354 | HEMO |
10+ Kp037 | [mx] u1s [ sor |
13 Kp050 I [mx] Tu2c14] URO
Kp061 [ MX| H447 | TSEMD
15 Kp062 | MX| H447 | TSEMI
19 Kp080 [
Aiio 2021
Dia 1 [2]15[19]20]27[28] 30| 1] 4] 5] of 17[ 19] 20] 22] 24] 27 28] 5] 6| 8| 9| 11] 13] 16] 18] 21] 23] 27] 30] 12 18] 21] 23] 28] 6] 8[ 13[ 17] 3] 5] 8| 9] 12 13

Paciente | Aislamiento | MLST

19 Kp080 [ T 1 Mx] Jusca16] URO
16+ Kp065 | I [mx] Tu1c3] uro |
Kp0s6 | 1082 [ Mx| [u1 c2s| sot
17 Kp072 [ Mx] Juic2s]  pc ]
27 Kp108 B T 10T T T T T Tmx[usc208B[HEMO]

En color azul se encuentran los pacientes COVID-19 y sus respectivos aislamientos CRKP; los (+) a un lado del numero del paciente indican los  pacientes fallecidos.
Cada aislamiento positivo de K. pneumoniae productora de carbapenemasas de cada paciente tiene una linea en el tiempo que indica la fecha de: el ingreso del
paciente al hospital (1), la recoleccién del aislamiento (MX) y la realizacion de la prueba PCR (recuadro rojo), o antigeno para SARS-CoV2 (recuadro verde). Tipo
de muestra: SOT: Secrecion orotraqueal; HEMO: Hemocultivo; TSEMD: tejido de seno etmoidal y maxilar derecho; TSEMI: tejido de seno etmoidal y maxilar
izquierdo; PC: punta de catéter; HS: hueso sacro; SC: secrecion columna; HV: hueso vertebral; URO: urocultivo. Servicio: (H) hospitalizacién; U (UCI); cama ( C).
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7. Genes de resistencia asociados a las K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos presentes en el clado

IV del arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en los SNPs del core de las 39 CRKP del estudio
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En color azul se encuentran los pacientes COVID-19 y sus respectivos aislamientos CRKP. Genes: en azul los genes presentes en plasmidos; en naranja

los genes presentes en el cromosoma. El (1) indica la presencia del gen, mientras que el (0) la ausencia del gen
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