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Resumen
Antecedentes: Klebsiella pneumoniae hipervirulenta es capaz de producir
infecciones invasivas en pacientes sanos e inmunosuprimidos. La superposicion de
este fenotipo con el fenotipo de resistencia a carbapenémicos es de especial
importancia y es sujeto de vigilancia epidemiolégica y genomica en el este asiético,
Europa y América del Norte. Sin embargo, esta vigilancia es escasa en paises de
bajos y medianos recursos y no existe informacion a nivel de Sudamérica.
Objetivos: Identificar biomarcadores genéticos de hipervirulencia y otros
determinantes de virulencia en genomas completos de aislados clinicos de
Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas de Sudamérica, asi como
sus caracteristicas clinicas-epidemioldgicas, y evaluar la asociacion entre la
presencia de determinantes de virulencia y sitio de infeccion y mortalidad.
Métodos: Se realizé una busqueda sistematizada de las secuencias a partir de
estudios originales y en la base de genomas del NCBI. Las secuencias fueron
analizadas con la herramienta Kleborate y la metadata fue analizada con R Studio.
Se calcularon frecuencias absolutas y relativas y se utilizé la prueba de Chi
cuadrado para evaluar la asociacion entre determinantes de virulencia y sitio de
infeccion y mortalidad. Resultados: Se obtuvieron 1203 secuencias de Klebsiella
pneumoniae productoras de carbapenemasas provenientes de 8 paises
Sudamericanos. Los biomarcadores genéticos de hipervirulencia encontrados
fueron los genes codificadores de aerobactina (1.1%), salmoquelina (0.1%) y el gen
rmpADC (<0.1%). Otros determinantes de virulencia encontrados fueron
yersiniabactina (53.2%), colibactina (24.7%), y los serotipos capsulares K64

(13.9%), K2 (2.2%) y K1 (0.1%). Las secuencias tenian como informacién asociada



sexo (39.7%), edad (38.8%), comorbilidad (31.8%) y desenlace (8%). Se encontrd
una asociacion entre un puntaje de virulencia bajo y una mayor mortalidad y
enfermedad invasiva. Conclusion: Se describe la existencia de secuencias de K.
pneumoniae productora de carbapenemasa de Sudamérica con biomarcardores de
hipervirulencia. Sin embargo, estos biomarcadores de hipervirulencia y otros
determinantes genéticos de virulencia se encontraron en menor frecuencia en
comparacion con Asia y Europa. Por otro lado, se identific la presencia de
secuenciotipos de alto riesgo como el ST11, ST258 y ST437 en todo el territorio
Sudamericano lo que resalta la importancia en mejorar la vigilancia gendmica en la

region.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, Klebsiella pneumoniae hipervirulenta,
determinantes genomicos de virulencia, resistencia a carbapenémicos,

carbapenemasa, enterobacteria resistente a carbapenémicos



ABSTRACT
Background: Hypervirulent Klebsiella pneumoniae can cause invasive infections
in healthy and immunosuppressed patients. The overlap of hypervirulent phenotype
with the carbapenem resistance phenotype is of particular importance and is the
subject of epidemiological and genomic surveillance in East Asia, Europe, and
North America. However, this surveillance is scarce in low and middle-income
countries and there is a lack of information in South America. Objectives: Identify
genetic biomarkers of hypervirulence and other genetic determinants of virulence
in complete genomes of carbapenem-resistant K. pneumoniae clinical isolates from
South America, as well as their clinical-epidemiological characteristics, and
evaluate the association between the presence of virulence determinants and site of
infection and mortality. Methods: A systematic search of genomic sequences was
carried out from original studies and the NCBI genome database. The sequences
were analyzed with the Kleborate tool, and the metadata was analyzed with R
Studio. Absolute and relative frequencies were calculated, and the Chi square test
was used to evaluate the association between virulence determinants and site of
infection and mortality. Results: 1203 CRKp sequences were obtained from 8
South American countries. The biomarkers of hypervirulence found were
aerobactin (1.1%), salmochelin (0.1%), rmpADC gene (<0.1%). Other virulence
determinants found were yersiniabactin (53.2%), colibactin (24.7%), and the
capsular serotypes K64 (13.9%), K2 (2.2%) and K1 (0.1%). The sequences had
associated information: sex (39.7%), age (38.8%), comorbidity (31.8%) and
outcome (8%). An association was found between a low virulence score and

increased mortality and invasive disease. Conclusions: The study describes the co-



occurrence of K. pneumoniae whole genome sequences with carbapenemases genes
and biomarkers of hypervirulence. However, both biomarkers of hypervirulence
and genetic determinants of virulence were found less frequently in these isolates
compared to those in Asia and Europe. On the other hand, the presence of high-risk
sequence types such as ST11, ST258, and ST437 across South America was
identified, highlighting the importance of improving genomic surveillance in the
region.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, hypervirulent Klebsiella pneumoniae,
virulence determinant, carbapenem resistance, carbapenemase, carbapenem-

resistant enterobacterales



1. Introduccidén

1.1 Marco tedrico

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y multiples organismos
internacionales tales como el Centro para Control la Prevencion de Enfermedades
(CDC), Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y el Departamento de Salud
del Reino Unido han designado a K. pneumoniae resistente a los carbapenémicos
como un patdgeno de prioridad critica, en vista de que representa una amenaza
inmediata para la salud humana (1-4). K. pneumoniae es una bacteria Gram
negativa de la familia Enterobacteriaceae, tiene la particular capacidad de acumular
distintos mecanismos de resistencia a antibioticos, asi como determinantes de
virulencia gracias a elementos genéticos moviles. Esta facultad de adquisicion de
maultiples genes de resistencia a antimicrobianos ha convertido a K. pneumoniae en
uno de los principales agentes etioldgicos de las infecciones asociadas a atencion

en salud (5).

1.2 Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos (KpRC)

Clasicamente se ha descrito a las infecciones causadas por K. pneumoniae como
oportunistas en pacientes hospitalizados con mdaltiples comorbilidades. Esta
bacteria ha ido adquiriendo diversos mecanismos de resistencia desde B-lactamasas
hasta mas recientemente las carbapenemasas, las cuales son enzimas capaces de
hidrolizar el anillo B-lactamico presente en la estructura de los carbapenemicos (6).
En la actualidad, la produccion de carbapenemasas es el mecanismo de resistencia
a carbapenémicos mas comun (7). Desde su primer reporte en el continente

americano en 2001 (8), secuenciotipos de KpRC se han diseminado con éxito en



todo el continente como el ST11y ST258 (9). En los ultimos afios, se ha observado
un aumento de casos de KpRC en Sudameérica, llegando a tener una prevalencia de
hasta el 20% (9), catalogando a estas infecciones como endémicas en ciertas
regiones del continente (10). En Per(, la mayor proporcion de estas infecciones
estan asociadas a la atencién en salud (11) y se ha observado un rapido incremento
desde el 2017 (12) por lo que urge reforzar los métodos de vigilancia para entender

la carga sanitaria asociada a esta bacteria.

1.3 El surgimiento de K. pneumoniae hipervirulenta (KpHV)

Desde mediados de la década de 1980 han surgido linajes con caracteristicas
hipervirulentas. KpHV ha suscitado interés debido a su capacidad de producir
infecciones diseminadas adquiridas en la comunidad, como abscesos hepaticos
piogenos, osteomielitis y endoftalmitis, tanto en poblacién inmunodeprimida como
sana (13). La definicion de KpHV ha ido cambiando con el tiempo con el creciente
conocimiento gendmico y estudios experimentales in vivo. Anteriormente se tomo
el fenotipo hipermucoviscoso (definido por la formacion de un hilo de moco de
>5mm que se forma al estirar la colonia bacteriana con el asa de siembra, a lo cual
se conoce como el “string test””) como marcador de hipervirulencia. Posteriormente
se identificd diversos genes asociados a la produccion de cépsula, genotoxicas,
sideroforos, fimbrias y variantes en vias metabolicas que estaban altamente
asociados a una mayor virulencia, infectividad y menor supervivencia del huesped
(14). Los mecanismos por los cuales K. pneumoniae adquiere mayor virulencia
pueden ser clasificados en diferentes grupos que comparten caracteristicas y
funciones: capsula, cambios estructurales en el lipopolisacarido (LPS), produccion

de sideroforos, expresion de fimbrias y metabolismo de alantoina (13,14).



Capsula

La capsula actia como una capa protectora que inhibe la fagocitosis, promueve la
defensa hacia péptidos antimicrobianos y el complemento. Se ha comprobado que
la capsula incrementa la virulencia en el modelo murino (15). La variacion en los
componentes de polisacaridos capsulares permite diferenciar los antigenos K, que
pueden ser categorizados serolégicamente (15). Los serotipos capsulares asociados
con KpHV son el K1, K2, K5, K20, K57 y K64. (14-15-16-17-18-19). Se ha
observado que los aislados con serotipo capsular K1 presentan mayor resistencia a
la destruccion por neutrdfilos, sugiriendo una mayor facilidad para producir
infecciones diseminadas. Los macrdfagos reconocen secuencias repetidas de
manosa 0 ramnosa con sus receptores de lecitina, sin embargo, se ha visto que
ciertos serotipos capsulares como K1, K2 y K5 no presentan dicha region antigénica
por lo que podria disminuir el reconocimiento inmune por los macréfagos (20).
Los clusters genéticos que codifican la sintesis capsular son llamados rmpA/A2
(regulador del fenotipo mucoide A/A2) y magA (gen asociado a mucoviscosidad A)
y se encuentra de manera exclusiva en serotipos capsulares K1 (5, 21). El gen magA
ha sido encontrado en 98% de los aislados clinicos de K. pneumoniae productores
de enfermedad invasiva hepatica, en comparacion con 29% de los aislados

productores de enfermedad no invasiva (21).

Sideroforos:
El hierro es un oligoelemento crucial para el desarrollo de la bacteria dentro del

huésped. Uno de los cambios fisiologicos dentro del huésped enfrentado a una



infeccion bacteriana es el secuestro de hierro, lo que limita la supervivencia
bacteriana. Esta disminucion en la disponibilidad del hierro ha llevado a las
bacterias a adquirir mecanismos més efectivos en la adquisicion de éste dentro del
huésped. Los siderdéforos tienen mayor afinidad por el hierro que los mecanismos
de secuestro férrico de la respuesta inmune humana (22). La expresion de distintos
sideroforos en K. pneumoniae optimizaria la colonizacion en distintos tejidos y
fluidos. Los principales sideroforos encontrados en KpHV son enterobactina,

yersiniabactina, salmoquelina y aerobactina.

Enterobactina

Dentro de la clase de siderdforos, es el que presenta mayor afinidad por el hierro
(23). La biosintesis de este sider6foro estd regulada por un complejo grupo de
genes. El cluster entABCDEF codifica las proteinas que seran secretadas al medio
para unirse al hierro, a diferencia del cluster fepABCDG que codifica las proteinas
de transporte (especificamente fepA es responsable del recapturador de
enterobactin) (24). Por otro lado, enterobactin es el Unico sideréforo que es
neutralizado de manera efectiva por el huésped. La lipocalina-2 es una gelatinasa
secretada por los neutrofilos con caracter multifuncional. En respuesta a esto,
KpHV aumenta la biosintesis del complejo enterobactina principalmente
sobreexpresando el gen fepA (25). Se ha visto que la ausencia de lipocalina-2 facilita
la salida de K. pneumoniae del tejido pulmonar y podria producir una enfermedad
invasiva. Asimismo, las cepas de K. pneumoniae que Unicamente expresan

enterobactin pueden ser facilmente neutralizadas por la lipocalina-2, siendo por lo



tanto importante la expresion de varias clases de sider6foros para aumentar la

virulencia (26).

Yersiniabactina

Es un siderdforo que fue en un principio descubierto en Yersinia spp., precisamente
en la isla de patogenicidad Yersinia, la cual se encuentra frecuentemente en
aislados de KpHV (90%) a diferencia de los aislados de cepas clasicas (18%) (27).
Yersiniabactina es codificado por el grupo de genes irp (especificamente los genes
ybt y fyu). En comparacion con enterobactina, este sideréforo no es neutralizado
por la lipocalina-2 (producida en mayores cantidades en parénquima pulmonar), por
lo que se ha visto que los aislados de K. pneumoniae de aspirado bronquial suelen
presentar en mayor proporcion el sideroforo yersiniabactina (28). Sin embargo, este
siderdforo es incapaz de secuestrar hierro de proteinas transportadoras de hierro
como la transferrina presente en plasma. Por lo tanto, como se menciono
previamente, la expresion de multiples clases de siderdforo es crucial para obtener
la capacidad de producir enfermedad diseminada, lo que explicaria el predominio
de K. pneumoniae que solo expresan yersiniabactina en infecciones pulmonares y

no en infecciones invasivas con diseminacion hematica (27-28).

Salmoquelina

El sideréforo salmoquelina es estructuralmente parecido al enterobactina, su
diferencia se encuentra en que es la forma c-glucosilada. (29) Asi mismo
salmoquelina puede ser ubicado a nivel cromosémico y a nivel plasmidico en el

cluster del gen iroA/B (iroBCDE) (30). Debido a su variacion estructural con



enterobactin, tampoco es afectado por la lipocalina-2 y es considerado un sider6foro
encontrado frecuentemente en aislados nasofaringeos de K. pneumoniae. Se
encuentra en 2-4% de los aislados clinicos de la comunidad, pero hay estudios que

encuentran una prevalencia de mas del 90% en aislados de KpHV (29).

Aerobactina

La copia del gen de la aerobactina iuc se encuentra en cantidades comparables a
entH (enterobactina), iro (salmoquelina), y ybt (yersiniabactina). Al igual que
salmoquelina, los genes que codifican la aerobactina se encuentra en un plasmido.
Esto marca una diferencia con los genes que codifican los sideréforos enterobactina
y yersiniabactina, los cuales se encuentran a nivel cromosémico. Por otro lado, se
ha confirmado que este sideréforo propicia el crecimiento de K. pneumoniae en
liguido ascitico humano (31). La delecién unica del gen iucA disminuye la
virulencia en cepas KpHV in vitro, lo que indicaria su importante rol en la
hipervirulencia, aunque hasta el momento no se ha determinado si su rol es a nivel
de la colonizacion versus invasion (32). Es importante entender que la presencia de
estos determinantes de virulencia no necesariamente refleja un fenotipo
hipervirulento (33). De esto se desprende que la presencia de los genes asociados
a virulencia y su respectiva expresion en distintos huéspedes es compleja y amerita
mayor investigacion. Es importante entender que la presencia de estos
determinantes de virulencia no necesariamente refleja un fenotipo hipervirulento.
De esto se desprende que la presencia de los genes asociados a virulencia y su
respectiva expresién en distintos huéspedes es compleja y amerita mayor

investigacion.



1.4 Definicion KpHV

El marcador de hipermucoviscosidad (string test) es insuficientemente sensible y
especifico para la identificacion de las cepas KpHV. Se ha propuesto que la
definicion sea marcada por la presencia genes predictores de hipervirulencia (32).

Por ejemplo, Russo et al. han propuesto como biomarcadores genéticos la presencia
de los genes iro , iuc, rmpA/rmpA2 y peg-344 como predictores de hipervirulencia.
La presencia de cualquiera de estos genes tiene una sensibilidad para detectar
KpHV de 97 a 99% y una especificidad de 93 a 96%. (32) Por otro lado, Chen et
al. utilizo los genes iro, iuc y rmpA/rmpA2 como biomarcadores de hipervirulencia
confirmando que el 85% de las cepas portadoras de estos genes eran

fenotipicamente hipervirulentas en el modelo murino (34)

1.5 Epidemiologia global

Los primeros reportes de casos de KpHYV fueron descritos en el este asiatico al final
de los afios ochenta, estos fueron rapidamente aumentando hasta volverse una de
las bacterias con mayor vigilancia epidemioldgica a nivel asitico (35,36). En
Taiwan, en donde se reportaron los primeros casos hace mas de 30 afios, se ha visto
un incremento de 60% en la incidencia de abscesos piogénicos causados por KpHV
entre 1996 y 2004 (37). Asimismo, 88.8% de los aislados clinicos de abscesos
extrahepéticos producidos por K. pneumoniae tenian el fenotipo hipermucoviscoso.
Posteriormente se observé que 42.2% de aislados de bacteriemia por K. pneumoniae
en Corea del Sur tenian dicho fenotipo (38). Un estudio en Iran también ha
identificado que 61% de sus aislados de K. pneumoniae de distintos pacientes tenian

el fenotipo hipermucoviscoso (39). La alta incidencia y endemicidad en el este



asiatico ha suscitado interés en el estudio de este fenotipo. En 2002 Ko et. al
analizaron las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los aislados clinicos de
KpHV a nivel global y encontraron que existia un linaje de K. pneumoniae
causantes de abscesos hepaticos que se ubicaba casi exclusivamente en Taiwan.
Este hallazgo sugeria que la alta incidencia de KpHV podia ser resultado del
desarrollo de linajes locales con mayor supervivencia y patogenicidad en una
ubicacién geografica (40). En paralelo, se ha observado que las personas de origen
asiatico tienen mayor incidencia de infecciones causadas por este patdgenos,
incluso si viven fuera de areas endémicas, lo que sugiere que existe una
predisposicion genética que podria ser causante de la mayor incidencia endémica
en paises de la costa este asiatica (37). No obstante, la diferencia entre los métodos
de viajes, duraciones de viajes, dietas y exposiciones son consideraciones
alternativas para estos hallazgos. Por este motivo, es necesario un mayor avance en
investigacion para determinar si el patron endémico de KpHV se debe a una
susceptibilidad genética de los hospederos o si se trata de una exposicion a
patdgenos definida geograficamente.

Por otro lado, en un estudio observacional realizado en Taiwéan, se observo un
incremento de enfermedad invasiva causada por KpHV sin la necesidad de un foco
hepético primario. De 83 pacientes con bacteriemia de la comunidad por KpHV,
37% tenian abscesos hepaticos piogénicos como lesion primaria y 22% no tenian
ningun foco identificable. El resto de los pacientes tenian como foco primario
infecciones urinarias, neumonias, infeccion de tejidos blandos e infecciones del

tracto biliar (41). Este hallazgo indica que KpHV no produce Unicamente el



sindrome asociado a absceso hepético pidgeno, sino que es capaz de causar una

enfermedad invasiva sin foco identificable.

1.5 Emergencia de cepas con superposicion de fenotipo resistente e

hipervirulento

A pesar de que la mayor proporcion de cepas de KpHV son sensibles a antibioticos,
se ha descrito un aumento en la deteccion de aislados clinicos que presentan una
superposicién entre el fenotipo hipervirulento y la adquisicion de multiples
mecanismos de resistencia a antimicrobianos. Siendo los aislados que presentan
resistencia a carbapenémicos los que representan una mayor carga sanitaria para el
sector salud (42). La razon de esta diferencia en la proporcion de resistencia a
antibidticos encontrados en los aislados de K. pneumoniae clasicos y cepas
hipervirulenta no es del todo clara. (43) Aparte de la resistencia intrinseca a la
ampicilina, los aislados de KpHV generalmente son sensibles a la mayoria de los
antibidticos. Sin embargo, la diseminacion global de los elementos genéticos
moviles como los genes que codifican carbapenemasas del tipo KPC, NDM y
oxacilinasas 48 (OXA-48) han tenido como resultado la aparicion en los Gltimos
afios de cepas de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos hipervirulenta (CR-
hvKP). Paises endémicos tales como China han desarrollo programas de vigilancia
en respuesta al incremento de CR-HVKp. En 2015, se aislaron 33 cepas de KpRC,
las cuales 4 (12%) fueron catalogadas como hipervirulentas (44). En otro estudio
retrospectivo igualmente hecho en China, se analizaron 28 casos de KpCR con
resultados similares (18% presentaban fenotipo hipervirulento) (45). Se calcula que
la prevalencia de KpHV en aislados de KpRC se encuentra entre 7.4-15% en el

territorio chino (46). Por otro lado, se ha visto que la diseminacion de la clona ST11



y ST23 ambas expresando el gen blakpc2 estdn asociada a un fenotipo
hipervirulento en China. Se ha observado que 94.4% de los aislados clinicos de CR-
HVKp de China presentaban el mecanismo de resistencia blakpc2 (47). La
adquisicién de determinantes de virulencia ha sido particularmente descrita por la
transmision horizontal de plasmidos pLVPK-like, portadores de regiones que
confieren resistencia a antimicrobianos y determinantes de virulencia como el
rmpA/A2 y el cluster genético iucABCD (48).

En el occidente se han reportado brotes y casos aislados de CR-hvKp, como en
Francia en donde se describi6 dos cepas catalogadas como hipervirulentas de origen
clinico K2 ST86, portadoras de la carbapenemasa bla-oxa-4s; y en Italia se aislaron
cepas con fenotipo hipermucoviscoso bla-oxa-as y bla-nowms (49-50). En los Gltimos
afios se han reportado casos de K. pneumoniae causante de enfermedad invasiva e
hipermucoviscosa en paises de Sudamérica, como en Brasil, se ha descrito aislados
de K. pneumoniae con fenotipo hipermucoviscoso en 6.7% de aislados hospitalarios
de pacientes con nutricion enteral y ST11 CR-hvKP como causante de infeccion
invasiva (51, 52). En Argentina, se aislaron 35 cepas de K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos que tenian un fenotipo hipermucoviscoso y presentaban multiples
determinantes de virulencia como la presencia de fimbrias (97%), sideréforos
(94%) y serotipo capsular K2 (69%) (53). Desde sus primeros reportes en 2013,
maultiples aislados de KpRC han sido descritos en nuestro territorio nacional (54).
Los principales mecanismos de resistencia a carbapenémicos en el territorio
peruano son NDM (59%) y KPC (37%) pero todavia existe una brecha en el
conocimiento sobre la presencia de determinantes de virulencia en los aislados de

KpRC del territorio peruano (11). Gracias a los avances en métodos moleculares de
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los ultimos afios, se han propuesto modelos de vigilancia gendmica basada en la
identificacion de diferentes caracteristicas en el genotipo de cepas clinicamente
relevantes, con la finalidad de identificar secuenciotipos de intereses que podrian
ser altamente perjudiciales para salud, tanto en aislados de pacientes hospitalizados
y de la comunidad. En el caso de K. pneumoniae, se propone identificar los
secuenciotipos de interés con la tipificacion de Multilocus de Secuencia (MLST) y
Complejos Clonales (CC) e identificar genes de resistencia a antimicrobianos y
determinantes de hipervirulencia mas prevalentes por secuenciotipos asi como su
posible transmision de elementos genéticos moviles, para asi entender su

diseminacion en el sistema de salud (55,56).

2. Justificacion:

La aparicion de brotes de KpHV en regiones occidentales evidencia que la
propagacion de esta bacteria no se limita al continente asiatico, sino que representa
un problema global que requiere atencion y estudio a nivel regional y nacional. La
potencial diseminacién global de cepas de K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos hipervirulentas representa una amenaza inmediata para la salud
humana. Avances recientes en biologia molecular han permitido el desarrollo de
sistemas de vigilancia gendémica que se centran en la identificacion de genes
especificos que marcan resistencia a carbapenémicos y determinantes de virulencia.
Este tipo de sistema de vigilancia basado en el tamizaje de genes facilita el analisis
de caracteristicas y similitudes entre secuencias genéticas, especialmente en
aquellas de alto riesgo. (6,7,10). A pesar de que la definicidn de hipervirulencia se

determina de manera mas precisa mediante estudios en modelos animales, se han
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identificado biomarcadores de hipervirulencia capaces de predecir con una
sensibilidad mayor del 90% si una cepa es hipervirulenta. (32) Por ello, en este
estudio se planted realizar un tamizaje genético de secuencias de KpRC como
primer paso para entender la extension de la convergencia de hipervirulencia y
resistencia a carbapenémicos mediada por la produccion de carbapenemasas en
Sudamérica (29-32). Para llevar a cabo un tamizaje exhaustivo, se investigaron
genes identificados como biomarcadores de hipervirulencia, asi como otros
determinantes genéticos de virulencia. Adicionalmente, se examinaron otros

determinantes de virulencia.

3. Objetivos

Objetivo general:
Determinar cuales son los biomarcadores genéticos de hipervirulencia y
otros determinantes de virulencia presentes en aislados clinicos de

Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas de Sudamérica

Obijetivos especificos:

1. Determinar la frecuencia en que se encuentran los biomarcadores
genéticos de hipervirulencia y otros determinantes de virulencia
encontrados en aislados clinicos de K. pneumoniae productoras de
carbapenemasas reportados en Sudameérica.

2. Evaluar la proporcidon de secuencias gendémicas de K. pneumoniae

productoras de carbapenemasas de Sudamérica publicamente
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disponibles que cuentan con informacion clinica y epidemioldgica
asociada.

3. Evaluar la asociacion entre la presencia de determinantes genéticos de
hipervirulencia y virulencia (i.e. siderdforos, serotipo capsular, puntaje
de virulencia) y la presentacion clinica (i.e., invasividad de la infeccion

y mortalidad)

4. Materiales y métodos

Se realizd6 un estudio observacional, transversal, con un andlisis genémico
comparativo secundario. Se realizaron dos métodos de busqueda con la finalidad de
incluir el mayor nimero de secuencias de K. pneumoniae productoras de

carbapenemasas publicamente disponibles en Sudameérica.

Basqueda 1:

Busqueda bibliografica sistematizada de articulos

Se realiz6 una basqueda sistematizada de articulos originales en las bases de datos
Pubmed, LILACS y SciELO, se incluyeron unicamente los articulos que utilizaban
en su metodologia el secuenciamiento genémico completo de KpRC.

Se utilizaron los pasos propuestos por Arksey, O’Malley y Levac et al. para realizar
una busqueda sistematizada (57).

Pasos propuestos por Arksey, O’Malley y Levac et al.:

1. Definir la pregunta de investigacion.
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2. Busqueda avanza en 3 bases de datos de los estudios relevantes (Pubmed,
Scielo, LILACS)

3. Selecciodn de los estudios segun los criterios de inclusion

4. Registro de los datos

5. Resumen e informe de los resultados

6. Revision de la informacion por un experto en el tema.

La revision siguid las pautas establecidas por los Items de referencia para publicar
Protocolos de Revisiones Sistematicas y Metaandlisis: Declaracion PRISMA-P
(2015). (58)

Criterios de inclusion:

Articulos originales

Escritos en espafiol, inglés, portugués

Publicados entre 2000 y 2021

Se utiliz6 secuenciacion completa del genoma de aislados clinicos de KpRC

Los aislados de KpRC fueron recuperados de cualquier pais de Sudamérica.

Criterios de exclusion:

Articulos de revision de la literatura

Se incluyeron los paises de Sudamérica segun la definicion establecida por
Encyclopedia Britannica; Designacion geogréafica del subcontinente americano que
se encuentra al sur del Panama. Conformado por 13 paises soberanos (Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guyana, Paraguay, Peru, Surinam,

Trinidad y Tobago, 2 departamento de ultramar y region ultraperiférica de la Union
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Europea (Guyana Francesa 'y Bonaire) y 2 Territorios autbnomos (Arubay Curazao)

(59).

Pubmed

La primera busqueda se realizé en el motor de busqueda de articulos “Pubmed” en
donde se utilizaron los términos mesh y entry terms en la herramienta de busqueda
avanzada de la siguiente manera:

(((Klebsiella pneumoniae) AND (sequencing)) OR ((Klebsiella pneumoniae) AND
(genome)) OR ((Klebsiella pneumoniae) AND (carbapenemase) OR ((Klebsiella
pneumoniae) AND (carbapenem resistance))), aplicando filtros de articulos, para
obtener Unicamente Reporte de casos, articulos clasicos, estudios clinicos, ensayos
clinicos, ensayos observacionales, ensayos clinicos aleatorizados. Y restringié de

afio de publicacion entre 2000-2021 (60).

SCIELOy LILACS

En los motores de busqueda SCIELO y LILACS se realizaron dos bisquedas en cada
plataforma utilizando 1las palabras “Klebsiella pneumoniae resistente
carbapenemicos” y “Klebsiella pneumoniae carbapenemasa” sin aplicar filtros de

articulos (61,62).

Basqueda 2:

Busqueda de secuencias genémicas en base internacional de genomas

Se realizd una blsqueda de secuencias genomicas de Klebsiella pneumoniae

productoras de carbapenemasas en el motor de busqueda “Isolates Browser” del
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NCBI. (63) Se aplicaron los siguientes filtros para restringir la busqueda;
“Organism group” se restringié unicamente a “Klebsiella pneumoniae,”, en el filtro
“Scientific name” se filtro a “Klebsiella pneumoniae” para restringir subespecies
del complejo K. pneumoniae. Se realizé un filtr6 en las fechas de creacion “creation
date” del 1 enero 2000 al 11 de noviembre 2022. En el filtro “isolation type” se
restringio la busqueda a muestras clinicas (clinical) y la talla de las secuencias
genomicas (“length”) se restringié a 4 000 000 y 6 000 000 de pares de bases para

excluir elementos genéticos maviles o secuencias incompletas.

Se busco Unicamente paises del continente sudamericano en el filtro “Location”;
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Uruguay, Paraguay,
Venezuela, Guyana, Surinam, Aruba, Curazao, Trinidad y Tobago. Unicamente se
encontraron secuencias en los filtros de Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Peru
y Venezuela.

Finalmente se realiz6 un filtro con “AMR genotypes” en donde se selecciono los
genes de carbapenemasa de la familia la familia bla-kpc, bla-npm-1, blaoxa-ss,
blaoxa-181 bla-vim-1 Y blaime-1. Se utilizd la presencia de un gen de carbapenemasa
como proxy de resistencia a carbapenémico debido a que las secuencias no contaban
con informacién fenotipica de resistencia antimicrobiana en la pagina Isolate
Browser y considerando que la produccion de carbapenemasa es el mecanismo mas
comun de resistencia a carbapenémicos (7). Unicamente se identificaron secuencias

con carbapenemasas de la familia KPC, NDM, OXA-181, VIM-1 e IMP-1.

Secuencias proporcionadas por el Instituto de Medicina Tropical Alexander

von Humboldt (IMTAVH)
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Con la finalidad de aumentar la representacion de Peru en el analisis genémico
comparativo, el IMTAVH de la Universidad Peruana Cayetano Heredia proporciond
63 secuencias de genomas completos de KpRC. De estas secuencias, 50 fueron
aisladas en el Hospital Cayetano Heredia en Lima, 13 provienen del estudio
VIRAPERU vy fueron aisladas en Lima y Trujillo. Estos aislados fueron

recolectados entre 2016 y 2019 (64, 65).

Descarga de secuencias de genomas

Busqueda 1: Posterior a la inclusion de articulos, se buscaron los accesion code
reportados en los articulos, siendo estos un identificador Unico de las secuencias
publicamente disponibles utilizados para identificar y descargar las secuencias
reportadas en los estudios y las bases de datos del NCBI y ENA (62).

Busqueda 2: Tras aplicar los filtros de busqueda en la pagina Isolates Browser, la
plataforma habilita la opcion de descargar tanto las secuencias como un archivo de
Excel que contiene la metainformacion de dichas secuencias. Las secuencias fueron
descargadas en el formato digital FASTA y FASTQ se subieron para ser

ensambladas en Pathogen.watch. (66)

Metainformacion:

La metainformacion de las secuencias reportadas por los estudios fue encontrada
en las tablas de los articulos y en los materiales suplementarios. En cuanto a las
secuencias descargadas de la base de datos Isolates Browser, se descargd la
metainformacion a la par de cada secuencia descargada en Microsoft Excel.

Asimismo, el IMTAVH proporciond la metainformacion de sus secuencias. La
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metainformacion registrada fue pais de aislamiento, fuente de aislamiento, fecha de

aislamiento, enfermedad actual o comorbilidad, sexo, edad y mortalidad.

Herramientas de andlisis bioinformético

Las secuencias obtenidas a través de la busqueda 1y 2 y las proporcionadas por el
IMTAVH fueron cargadas en bloque en la pagina Pathogen.watch (66), analizadas
con Kleborate v2.3.0 (67) y descargadas en Microsoft Excel 2016. La herramienta
Kleborate analiza las secuencias en formato FASTA y realiza un informe de la
calidad del ensamblaje de las secuencias, identifica la especie a que pertenece la
secuencia, determina el MLST, el serotipo capsular, determinantes genéticos de
virulencia (excepto fimbrias y el sider6foro enterobactina) como los sider6foros
(yersiniabactina, colibactina y aerobactina) el gen regulador de fenotipo mucoide
(rmpA/A2 y sus anélogos), mecanismos de resistencia a antimicrobianos (beta-
lactamasas, mutaciones en osmoporinas, carbapenemasas, mutaciones en los genes
MgrB/PmrB y GyrA/ParC) y realiza un puntaje de resistencia y virulencia. El
puntaje de virulencia es un resumen creado por Kleborate que refleja la
acumulacién de loci de genes de virulencia y su correlacion con hipervirulencia
(O=ningun sideréforo, 1=solo yersiniabactina, 2=colibactina sin aerobactin
(independiente de la presencia de yersinabactina), 3=solo aerobactina,
4=aerobactina y yersiniabactina (independiente de colibactina), 5=todos los
siderdforos). Unicamente la confirmacion de especie, MLST, serotipo capsular,
identificacion de carbapenemasa y determinantes de virulencia se incluyeron para

el analisis.

18



Control de calidad de secuencias

a) Confiabilidad de las bases de datos de secuencias

Las bases de datos Isolate Browser y el ENA requieren los investigadores suban
secuencias con estandares de curacion que pasan por controles de calidad iniciales.
El primer filtro de calidad fue la longitud de la secuencia, descargando solo

secuencias que tengan una longitud de 4 a 6.5 MB.

b) Control de calidad de secuencias ensambladas

El proposito principal del analisis de las secuencias en nuestro estudio fue estimar
la frecuencia de genes especificos, no realizar un analisis filogenético basado en
méaxima verosimilitud. Consecuentemente, se omitié el protocolo estandar de
control de calidad de secuencias que se aplica para andlisis filogenéticos,
permitiéndonos asi incorporar un volumen mas amplio de secuencias que
representen los paises sudamericanos. No obstante, las secuencias que no cumplian
con algun control de calidad de la herramienta Kleborate se reportaron en

limitaciones (66).

c) Verificacidn de los criterios de inclusion

Por ultima instancia, se cred una base de datos en Microsoft Excel 2016 en donde
se unid la informacion gendmica proporcionada por Kleborate de cada secuencia
con su respectiva metainformacion, incluyendo pais de recoleccién, fecha de
recoleccidn, sitio de toma de muestray si se encontraba de manera disponible; sexo,

edad, comorbilidad y desenlace. Posterior a la creacién de esta base de datos
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unificada, se realiz6 un ultimo filtro de calidad y se aplicaron los siguientes criterios
de inclusion de secuencias:
Criterios de inclusién de secuencias
- Especie: Klebsiella pneumoniae sensu stricto
- Aislada de una fuente clinica
- Recolectada en un pais de Sudamérica
- Aislada entre 2000-2021

- Secuencias que tengan un gen de carbapenemasa 0 mas

Categorizacion de la presentacion clinica

Se categorizaron los sitios de toma de muestra en dos para el analisis de
asociacion de puntaje de virulencia e invasividad. Las secuencias obtenidas a
través de un aislamiento de sangre, pleuray sistema nervioso central fueron
categorizadas como causantes de enfermedad invasiva y las obtenidas a través de
orina, sistema respiratorio y piel fueron categorizadas como causantes de
enfermedad no invasiva. Los sitios de toma de muestra excluidos fueron liquido
articular, hueso, colecciones intrabdominales, liquido peritoneal, catéter e
hisopados rectales por la posibilidad a ser secundario a un evento infeccioso por
continuidad, iatrogenia, colonizacién y no una siembra hematdgena clasicamente

descrita en KpHV.

Mortalidad

Los articulos y el IMTAVH reportaron en la metainformacién de las secuencias el

desenlace de 123 pacientes, este se definié como la muerte o la superviviencia del
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paciente posterior al aislamiento de K. pneumoniae. Se registro la variable de

desenlace como una variable dicotdmica (vivo/fallecido) para el andlisis.

Determinantes de virulencia incluidos para el anélisis

Los determinantes genéticos de virulencia analizados por Kleborate son el serotipo
capsular, los sideroforos (yersiniabactina, colibactina, aerobactina y salmoquelina),
el gen regulador del fenotipo mucoide y sus analogos (rmpA/A2 y rmpADC) vy el

puntaje de virulencia. Estos fueron categorizados en la siguiente manera:

a) Biomarcadores genéticos de hipervirulencia

Los biomarcadores genéticos de hipervirulencia incluidos fueron los genes
codificadores de aerobactina, salmoquelinay el gen regulador del fenotipo mucoide
y sus analogos (rmpA/A2 y rmpADC). (anexo 1)

b) Otros eterminantes de virulencia

Otros determinantes genéticos de virulencia evaluados fueron el serotipo capsular
(especificamente los asociados a hipervirulencia K1, K2, K5, K20, K57 y K64), los

sideroforos (yersiniabactina, colibactina,), y el puntaje de virulencia. (anexo 1)

Analisis descriptivo
El analisis descriptivo estimo las frecuencias absolutas y relativas del pais de
origen, el sitio de toma de muestra, los secuenciotipos y serotipos capsulares

principales, determinantes de virulencia y principales genes de carbapenemasas.

Andlisis de asociacion
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Para el analisis de asociacion entre la presencia de determinantes de virulencia (i.e.
siderdforos, serotipo capsular, puntaje de virulencia) y presentacion clinica (i.e.
invasividad y mortalidad) se evalud la asociacion mediante la prueba de Chi-
cuadrado al tratarse de variables nominales categoricas. Las tablas de contingencias
y célculo de Chi-cuadrado fueron realizadas en R Studio y se tomd p<0.05 como
valor de significancia. Las variables con un n<5 por columna fueron excluidas para
el andlisis estadistico por presentar un numero insuficiente para realizar la prueba
de Chi-cuadrado (puntaje de virulencia de 3 y 4, aerobactina, salmoquelina, serotipo

capsular K1y K2) pero incluidas en las tablas descriptivas.

5. Resultados

Se obtuvieron un total de 894 articulos a partir de la busqueda 1: Pubmed (n=754),
SCIELO (n=44) y LILACS (n=96), de los cuales 13 fueron incluidos para la
busqueda de secuencias luego de la aplicacion de los criterios de inclusion y
exclusion. Estos articulos incluidos reportaron 578 secuencias, sin embargo, solo
se encontraron 546 secuencias en formato FASTA y FASTQ del banco de

secuencias Genbank y ENA (European Nucleotide Archive) (60, 68) (Figura 1)

Se encontraron un total de 67,833 secuencias de la especie K. pneumoniae a traves

de la busqueda 2, de las cuales 812 secuencias fueron incluidas luego de la

aplicacion de los criterios de inclusién y exclusion (Figura 2).

Inclusion de secuencias:
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Se obtuvieron 1358 secuencias a través de la busqueda de secuencias publicamente
disponibles a las cuales se agregaron 63 secuencias proporcionadas por el IMTAVH,
obteniéndose en total 1421 secuencias. Luego de aplicar el segundo filtro de calidad
y exclusién (materiales y métodos), se excluyeron 218, quedando un total de 1203
secuencias para el andlisis; 1144 secuencias publicamente disponibles y 59
secuencias del IMTAVH (Apéndices: Figura 3). Las 1144 secuencias publicamente
disponibles fueron recolectadas en 8 paises sudamericanos; 562 secuencias de
Colombia (49.1%), 463 de Brasil; (40.5%), 54 de Argentina (4.7%), 27 de Per(
(2.4%), 18 de Ecuador (1.6%), 16 de Uruguay (1.4%), 2 de Chile (0.2%) y 2 de

Venezuela (0.2%) (Figura 4).

Caracteristicas de las secuencias de KpRC recolectadas en Sudamérica entre

2000 y 2021.

El 85.4% de las secuencias reportaron sitio de toma de muestra, los mas comunes
fueron sangre (31.5%), orina (21.8%), heces e hisopados retales (8.0%) y sistema
respiratorio (8.0%) (Tabla 1). La clase de carbapenemasa mas comin fue KPC
(81.4%), seguido por NDM (13.8%). KPC fue la més frecuentemente encontrada
en todos los paises excepto en Perl, Chile y Venezuela (8.1%, 0% y 0%
respectivamente). Se encontraron 25 secuencias que presentaban méas de 1 gen de
carbapenemasa (2.1%) (Figura 4). Los secuenciotipos mas comunes encontrados
fueron el ST11 (26.4%) y ST258 (20.6%), en Peru los secuenciotipos mas comunes
fueron ST45y ST147. Los 6 secuenciotipos mas comunes representaban 62.4% de

las 1203 secuencias encontradas en Sudameérica (Figura 5).
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Frecuencia de los determinantes de virulencia las secuencias de KpRC

recolectadas en Sudamérica entre 2000 y 2021

Biomarcadores de hipervirulencia

Entre las secuencias analizadas, se identificaron 13 (1.1%) que portaban el gen de
aerobactina. Notablemente, una de estas secuencias también presentaba los genes

de salmoquelina 'y rmpADC (0.1%).

Otros determinantes genéticos de virulencia Se identificaron los sideréforos
yersiniabactina y colibactina con frecuencia de 53.2% y 24.7%, respectivamente.
Los serotipos capsulares mas cominmente asociados con hipervirulencia,
encontrados en nuestro estudio, fueron K64 (13.9%), seguido por K2 (2.2%) y K1
(0.1%). No se detectaron los serotipos capsulares K5, K20 ni K57. Alrededor de
tres cuartas partes de las secuencias presentaron puntajes de virulenciaentre Oy 1.
Un cuarto de las secuencias registrd un puntaje de virulencia de 2. Menos del 2%
alcanzd puntajes de virulencia de 3 0 4, y no se identificaron secuencias con

puntaje de 5. (Tabla 3)

Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de las secuencias de KpRC

recolectadas en Sudamérica entre 2000 y 2021.

El 41.5% de las secuencias tenian la informacion de edad registrada, el rango de
edad se encontraba entre recién nacidos hasta los 96 afios (promedio de 57.6 afios),
el 42.6% de las secuencias reportaron sexo, 60.8 % de dichas secuencias fueron de
sexo masculino y 39.2 % de sexo femenino. EIl 31.8% de las secuencias reportaron

al menos una comorbilidad la comorbilidad mas comun fue ser receptor de un
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trasplante de drgano solido (20.9) y la enfermedad de la huésped reportada mas
comun fue bacteriemia o sepsis (19.3%). El 8% de las secuencias reportaron

mortalidad de las cuales 32.5% fallecieron (Tabla 1).

Informacion pablicamente disponible

En este estudio se observo que Unicamente 85.4% de las secuencias reportaron sitio
de toma de muestra, menos del 40% de las secuencias tenian informacién sobre
sexo y edad, 30% reportaba alguna comorbilidad o enfermedad actual y Gnicamente

10% reportaron informacion sobre mortalidad.

Asociacion entre determinantes gendmicos de virulencia e invasividad

El siderdfo yersiniabactina y colibactina se encontraron en menor proporcion en las
secuencias aisladas de pacientes con enfermedad invasiva (p<.001 y p=0.018
respectivamente). No se encontré asociacion entre la presencia de serotipos
capsulares K2 y K64 y enfermedad invasiva (p=0.526 y p=0.066 respectivamente).
Se observé que el puntaje de virulencia de 0 se encontraba en mayor frecuencia en
secuencias categorizadas como proveniente de enfermedad invasiva y que el
puntaje de virulencia de 1y 2 se encontraba en mayor frecuencia en las secuencias

categorizadas como proveniente de enfermedad no invasiva (p<0.001). (Tabla 4)

Determinante de virulencia y mortalidad

Un total de 123 (10.2%) de secuencias contaban con informacion de desenlace
(fallecido o vivo). Las secuencias con puntajes de virulencia de 1y 2 de virulencia

fueron provenientes en mayor frecuencia en pacientes que sobrevivieron y las
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secuencias con puntaje de 0 fueron proveniente en mayor frecuencia en pacientes

que fallecieron de manera estadisticamente significativa (p<0.002). (Tabla 5)

6. Discusién

Frecuencia de determinantes de virulencia en aislados de KpRC de
Sudamérica

Los resultados de este estudio nos muestran que, en la region de Sudameérica, los
determinantes de virulencia en cepas KpRC se encuentran en una frecuencia mucho
menor que en Asia y Europa. No obstante, hay que hacer énfasis que hemos
encontrado en el territorio sudamericano multiples secuenciotipos de alto riesgo
como el ST11 (26.4%), ST258 (20.6%) y ST437 (5.4%) que representan un riesgo
para la salud humana por su capacidad en adquirir determinantes de virulencia y
presentar una rapida diseminacién (75). Esto cobra importancia ya que Peru, se
notificO un caso de absceso hepéatico asociado con meningoencefalitis por K.
pneumoniae con string test positivo y en Chile se describid una serie de reporte de
casos de 10 pacientes que desarrollaron abscesos hepaticos por K. pneumoniae pero
en ambos reportes no hubo confirmacion por métodos de biologia molecular
(73,74). Sin estudios de vigilancia gendémicos no se puede confirmar una
diseminacion clonal y por lo tanto entender la dimension del problema a nivel de la

region de Sudamérica.

Comparacion de determinantes de virulencia en cepas de KpRC de
Sudamerica y globales
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En este estudio, encontramos que los sider6foros yersiniabactina y colibactina se
encontraron en el 53.2% y 24.7% de las secuencias, respectivamente. En
comparacion con China, en donde CR-HVKP es endémica, yersiniabactina se
encuentra entre 46.4% y 97.2% de las secuencias KpRC, mientras que colibactin se
encuentra en la mayoria de las secuencias de KpRC (75). En Europa, la presencia
de yersiniabactina en los aislados de KpRC es mas comun que lo observado en este
estudio, mientras que colibactina se encuentra con menos frecuencia en
comparacion con nuestros hallazgos (76). Por otro lado, se encontr6 aerobactina en
menor frecuencia en este estudio que en paises del este asiatico y Europa (75,77-
80). Aerobactina ha sido descrito especificamente en China en 81.8% de los
aislados KpRC K64 productores de bacteriemia. Esto sugiere que aerobactina puede
ser encontrado de manera mas frecuente en aislados de KpRC proveniente de China
que los proveniente de Sudamérica. De la misma manera, en China e Iran se ha
descrito que los serotipos capsulares asociados a hipervirulencia K64, K1 y K2
pueden encontrarse presente en hasta 47% de los aislados de KpRC (81-83). En
comparacion con los resultados de este estudio, en donde K1 y K2 se encontr6
aproximadamente 2% de las secuencias y K64 en menos del 15%. Esto sugiere que
existen variaciones regionales en cuanto a la distribucion de cepas con sideréforos

y serotipos capsulares especificas para cada region del mundo.

Metainformacion asociada con las secuencias de KpRC de Sudamérica
La metainformacién asociada con las secuencias es fundamental para realizar
estudios epidemiolégicos moleculares completos, ya que permiten describir la

poblacion que es afectada por KpRC vy relacionar los datos gendmicos con datos
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clinico-epidemioldgicos. Con la finalidad de estandarizar la metainformacion
asociada con las secuencias el Genomic Standards Consortium ha definido el MIGS
(Minimum Information About a Genome Sequence) (84). EI MIGS cataloga como
minimo tener informacion sobre relacién con el huésped (enfermedad actual),
estado de salud del huésped al momento de la toma de muestra (sintomatico,
asintomatico o mortalidad) pero no informacion sobre sexo o edad del huésped.
Asimismo, no es necesario reportar la informacion posterior a la toma de muestra
lo que podria explicar porque la mortalidad fue reportada unicamente en 8% de los
estudios. Hasta el momento existe poco consenso en definir cual es la minima
metainformacion necesaria, distintos modelos de estudios requieren distintos
minimos requerimientos de metainformacion, especialmente en estudios que
reportan informacion clinica, en donde se debe mantener la confidencialidad del
paciente (85-86). En este estudio se ha podido confirmar que existe poca
metainformacion epidemioldgica asociada a las secuencias publicadas. Este
hallazgo es importante ya que visibiliza la necesidad de mejorar esta brecha para

poder facilitar estudios epidemioldgicos moleculares con secuencias ya existentes.

Analisis de asociacion de determinantes de virulencia y presentacion clinica

En este estudio se observo que los puntajes de virulencia de 0 y 1 estaban asociado
con mayor mortalidad. Estos resultados tienen que ser tomados con cautela, ya que
no contamos con informacion sobre las caracteristicas de la poblacion, tales como
edad, tiempo de hospitalizacion, uso de ventilacién mecanica, comorbilidades y los
puntajes de SOFA y APACHE 11 (87-91). Todos estos factores desconocidos para

nuestra poblacion son potenciales confusores ya que su asociacion con una mayor
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mortalidad se ha descrito previamente. Asimismo, no contamos con informacion
sobre qué tratamiento antibiotico recibio6 el paciente, lo cual puede tener también
un efecto importante en la mortalidad.

En estudios previos, el sider6foro aerobactinay el gen rmpA han sido asociados con
mayor mortalidad en pacientes infectados por K. pneumoniae. Sin embargo, al
encontrarse en menos del 1% de las secuencias de este estudio, no fue posible
describir una asociacién entre su presencia y la mortalidad (90).

La mayor mortalidad en pacientes que fueron infectados con KpRC con puntaje de
baja virulencia podria deberse a que los linajes de K. pneumoniae con menor
virulencia se asocian con mayor resistencia a antibidticos. Esto podria resultar en
una terapia antimicrobiana inadecuada resultando en una mayor mortalidad (5).

La variabilidad en la presentacion clinica de la infeccion por KpRC no depende
Unicamente de la presencia de determinantes genéticos de virulencia. Variables
como las caracteristicas clinicas del paciente y la terapia médica aplicada
influencian la presentacion clinica. En este contexto, algunos estudios han descrito
una relacion inversa entre el fenotipo hipermucoviscoso de K. pneumoniae y la
mortalidad a los 30 dias (96). Por otro lado, otro estudio no han una encontrado una
asociacion entre los determinantes de virulencia y la mortalidad, reforzando la idea

de que multiples factores influyen en el resultado clinico de estas infecciones (97).

7. Limitaciones

La principal limitacion de este estudio es que utilizé la presencia de biomarcadores

genéticos como proxy de hipervirulencia, por lo que no se pudo confirmar la
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hipervirulencia de las secuencias con la presentacion clinica ni el modelo animal.
Asi mismo, se utiliz6 la presencia de un gen o mas de carbapenemasa como proxy
de resistencia a carbapenémicos por lo que no se pudo incluir secuencias resistentes
a carbapenémicos sin gen de carbapenemasa y se incluyeron secuencias sin
confirmacion fenotipica de resistencia a carbapenémicos. Se utilizaron la definicion
Russo et al. Como biomarcadores de hipervirulencia pero el andlisis no pudo
incorporar el gen peg-344, dado que la herramienta bioinformatica Kleborate no lo
considera dentro de su evaluacion, lo cual podria resultar en una subestimacion de
la frecuencia de predictores de hipervirulencia en las secuencias analizadas.
Recalcamos que 52 (4.3%) secuencias no cumplieron con algin control de calidad,
pero fueron incluidas en el andlisis con la finalidad de aumentar el volumen de
secuencias lo que podria sesgar la frecuencia de determinantes de virulencia. Por
otro lado, la categorizacion de la invasividad, aunque previamente validada en S.
pneumoniae, podria estar sesgada (72). Este sesgo potencial se debe a que no se
identificé el foco inicial de la infeccion, lo que podria haber llevado a una
clasificacion errénea de casos invasivos como no invasivos. La informacion
obtenida podria no ser representativa de la realidad de las infecciones por K.
pneumoniae y de sus determinantes de virulencia en Sudamérica, ya que utiliza solo
secuencias publicamente disponibles. La finalidad de este estudio fue exploratoria
y descriptiva de los elementos gendmicos de virulencia encontrados en las
secuencias de genomas completos de aislados clinicos de K. pneumoniae
productores de carbapenemasas en Sudamérica, los cuales dependen de la

capacidad de cada pais en secuenciar muestras clinicas.
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Esta observacion sugiere que los pacientes afectados por este patdégeno podrian
fallecer antes de que se pueda realizar un aislamiento por hemocultivo. Esto podria
resultar en que las cepas méas virulentas no sean recuperadas, secuenciadas e
incluidas en este estudio (98,99). Por otro lado, existen variables confusoras que
pueden influenciar la presentacion clinica y que no fueron tomadas en cuenta para
el analisis estadistico (i.e., comorbilidades, tiempo de enfermedad, tratamiento
médico) dada la limitada metainformacion disponible. Asimismo la metodologia
empleada en este estudio presentd limitaciones en el control de calidad de las
secuencias, optando por no realizar un analisis filogenético, se realiz6 Unicamente
el control de calidad por defecto de pathogen.watch. Por este motivo, el resultado
del anélisis exploratorio sobre asociacion entre puntaje de virulencia y presentacion
clinica debe ser tomado con cautela y amerita una mejor exploracion en futuros

estudios.

8. Conclusiones

Tomando en cuenta los biomarcadores de hipervirulencia, 1.1% de las secuencias
de K. pneumoniae productora de carbapenemasa en Sudamérica podrian ser
hipervirulentas. Se encontrd una frecuencia global de determinantes de virulencia
mucho menor en comparacion con cepas de Asia y Europa. La identificacion de
secuenciotipos de alto riesgo como ST11, ST258 y ST437 subraya la necesidad
urgente de vigilancia genémica en la region. Asimismo, se ha observado que los
puntajes de virulencia de 0 y 1 se asociaron una mayor invasividad y mortalidad

que los puntajes de virulencia de 2 y 3. Estos hallazgos refuerzan la importancia de
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fortalecer la investigacion epidemioldgica-gendmia en la region y mejorar la
comprension del rol de determinantes de virulencia en la presentacion clinica de

KpRC.

9. Recomendaciones

Para abordar efectivamente el desafio presentado por la prevalencia de cepas de
CR-hvKp, se vuelve mejorar los esfuerzos en vigilancia genémica a nivel regional.
Esto nos permitiria detectar de manera anticipada secuenciotipos de alto riesgo
como ST11, ST258 y ST437 en regiones que todavia no son afectadas e identificar
la aparicién de nuevos linajes de alto riesgo. Ademas, es se debe fomentar la
cooperacion entre los paises sudamericanos, especialmente centrar los esfuerzos en
los paises menos representados en estudios previos, como Ecuador, Bolivia,
Paraguay y Venezuela. Asimismo, es esencial desarrollar criterios para el reporte
de metainformacion vinculada a secuencias gendmicas. La estandarizacion
mejoraria los estudios epidemioldgicos con informacién publicamente disponible.
Se debe continuar profundizando en la investigacion de los determinantes de
virulencia, lo cual es clave para entender mejor su impacto en la presentacion clinica
de las infecciones. Esto, a su vez, tendria un impacto en la practica clinica, ya que
permitiria identificar qué linajes pueden causar infecciones invasivas y cuales no.
Al integrar los perfiles de resistencia y virulencia en la toma de decisiones clinicas,
se podria tener un manejo clinico méas preciso que se basa en las caracteristicas

genéticas de los linajes de K. pneumoniae aislados en los pacientes.
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11.  Apéndice

Figura 1: Flujograma de busqueda de articulos originales que reportaron
secuenciamiento gendmico completo de Klebsiella pneumoniae resistente a

carbapenémico.
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Figura 2: Busqueda de secuencias genomicas de Klebsiella pneumoniae

productores de carbapenemasa en el buscador del NCBI Isolates Browser.
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Figura 3: Flujograma de control de calidad e inclusion de secuencias genémicas

de Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasa entre 2000 y 2021.
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Figura 4: Frecuencia de secuencias gendmicas de Klebsiella pneumoniae
productores de carbapenemas entre 2000 y 2022 de Sudamérica por pais y clase

de carbapenemasa (n=1144).
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Figura 5: Secuenciotipos mas comunes encontrados en los genomas completos de
aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasas

recolectados en Sudamérica entre 2000 y 2021.
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Figura 6: Proporciones de puntaje de virulencia segun afio de aislamiento de
aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasa de

Sudameérica entre 2000 y 2021.
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Tabla 1. Frecuencia de metainformacion asociada con las secuencias de genomas
de aislados clinicos de K. pneumoniae productores de carbapenemasas

publicamente disponibles de Sudamérica entre 2000-2021.

Total Secuencias publicamente disponibles  SecuenciasIMTAVH
Metainformacién N=1203 N=1144 N=59
n (%) n (%) n (%)
Sexo 513 (42.6) 454 (39.7) 59 (100.0)
Masculino 312 (60.8) 269 (59.3) 43 (72.9)
Femenino 201 (39.2) 185 (40.7) 16 (27.1)
Edad 499 (41.5) 444 (38.8) 55 (93.2)
Presentacion clinica
Enfermedad actual/Comor bilidad 383 (31.8) 364 (31.8) 19 (32.2)
Transplantado 80 (20.9) 80 (22.0) 0 (0.0)
Bacteremia/sepsis 74 (19.3) 70 (19.2) 4 (21.1)
COVID-19 28 (7.3) 28 (7.7) 0 (0.0)
Mortalidad 123 (10.2) 92 (8.0) 31 (52.4)
Vivo 83 (67.5) 64 (69.6) 19 (61.3)
Fallecido 40 (32.5) 28 (30.4) 12 (38.7)
Sitio de toma de muestra
Desconocidos 176 (14.6) 176 (15.4) 0 (0.0)
Sangre 379 (31.5) 358 (31.3) 21 (35.6)
Orina 262 (21.8) 246 (21.5) 16 (27.1)
Respiratorio 96 (8.0) 90 (7.9) 13 (22.0)
Heces o hispados rectales 96 (8.0) 83 (7.3) 6 (10.2)
Hueso o tejidos blandos 65 (5.4) 65 (5.7) 0 (0.0)
Abdominal 64 (5.3) 63 (5.5) 1 (1.7)
Secreciones 26 (2.2) 25 (2.2) 1 (1.7)
Catéteres 22 (1.8) 22 (1.9) 0 (0.0)
Sistema nervioso central 6 (0.5) 6 (0.5) 0 (0.0)
Pleural 6 (0.5) 5 (0.4) 1 (17)
Otros 5 (0.4) 5 (0.4) 0 (0.0

Tabla 2: Frecuencia de gen carbapenemasas por pais de las secuencias de
genomas completos de aislados clinicos de K. pneumoniae productores de

carbapenemasas recolectados en Sudamérica entre 2000 y 2021.
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Carbapenemasa

Pais Total bla-KPC bla -NDM Otros 22
N n (%) n (%) n (%) n (%)
Colombia 562 456 (81.1) 67 (11.9) 21 (3.7) 18 (3.2)
Brasil 463 433 (93.5) 25 (5.4) 1 (0.2) 4 (0.9)
Peru 86 7 (8.1) 69 (80.2) 9 (10.5) 1(1.2)
Argentina 54 52 (96.3) 0 (0.0) 2 (3.7) 0 (0.0)
Ecuador 18 17 (94.4) 1 (5.6) 0 (0.0) 0 (0.0)
Uruguay 16 14 (87.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (12.5)
Chile 2 0 (0.0) 2 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Venezuela 2 0 (100.0) 2 (100.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Total 1203 979 (81.4) 166 (13.8) 33 (2.7) 25 (2.1)

Tabla 3: Frecuencias de los determinantes genémicos de virulencia encontrados
en las secuencias de genomas completos de aislados clinicos de K. pneumoniae

productores de carbapenemasas recolectados en Sudamérica entre 2000 y 2021.

Total
Determinante de virulencia N=1203
n (%)
Sider 6foros
Yersiniabactina 641 (53.2)
Colibactina 298 (24.7)
Aerobactina 13 (1.1)
Salmoquelina 1 (0.1)
rmp*
rmpA/A2 0 (0.0
rmpADC 1 (0.1)
Serotipo capsular**
K1 1 (0.1)
K2 27 (2.2)
K5 0 (0.0)
K20 0 (0.0)
K57 0 (0.0)
K64 168 (13.9)
Puntaje de virulencia
0 551 (45.8)
1 342 (28.4)
2 298 (24.7)
3 11 (0.9)
4 2 (0.2)
5 0 (0.0)

*regulador del fenotipo mucoide
**Serotipo capsular asociado a hipervirulencia en la literatura
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Tabla 4: Asociacion entre presencia de determinantes genético de virulencia e
invasividad de la infeccidn con analisis de Chi-cuadrado en secuencias de aislados

clinicos de K. pneumoniae productores de carbapenemasas de Sudamérica entre

2000 y 2021.
. Enfermedad noinvasiva®  Enfermedad invasiva” Total
Determinante de
virulenda N=402 N=390 N=792 P
n (%) n (%) n (%)
Sideréforo
Yersiniabactina 239 (59.4) 184 (47.2) 423 (53.4) <0.001
Colibactina 116 (28.9) 84 (21.6) 200 (25.2) 0.018
Serotipo capsular
K2 5 (1.2) 7 (1.8) 12 (1.5) 0.526
K64 45 (11.2) 61 (15.6) 106 (13.4) 0.066
Puntaje de virulenda
0 157 (39.1) 204 (52.3) 361 (46.1)
1 123 (30.6) 99 (25.4) 222 (28.3)
2 116 (28.9) 84 (21.6) 200 (25.5) 0.001*
3 5 (1.2) 2 (0.5) 7 (0.9)
4 1 (0.3) 1 (0.3) 2 (0.3)

*fuente de aislamiento; sangre, pleuray sistema nervioso central
Pfuente de aislamiento; orina, respiratorio y secreciones de infecciones cutaneas

*Calculo se realizo excluyendo puntaje de virulencia 3 y 4 por tener un n<5
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Tabla 5: Asociacion entre la presencia de determinantes genéticos de virulencia 'y

mortalidad con analisis de Chi-cuadrado en los aislados clinicos de Klebsiella

pneumoniae productores de carbapenemasas de Sudamerica entre 2000 y 2021.

Determinante de Vivo Fallecido Total
virulencia N=83 N=40 N=123 P
n (%) n (%) n (%)
Sideréforo
Yersiniabactina 64 (77.1) 19 (22.9) 83 (67.5) 0.001
Colibactina 40 (78.4) 11 (21.6) 51 (41.5) 0.029
Serotipo capsular
K2 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
K64 42 (79.2) 11 (20.8) 53 (13.4) 0.015
Puntaje de virulencia
0 16 (19.3) 20 (50.0) 36 (29.3)
1 24 (28.9) 8 (20.0) 32 (26.0)
2 40 (48.2) 11 (27.5) 51 (41.5) 0.001*
3 3 (3.6) 1 (2.5) 4 (3.3)
4 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)

*Célculo se realiz6 excluyendo puntaje de virulencia 3 y 4 por tener un n<5

12. ANEXOS

Anexo 1: Cuadro de operacionalizacion de variables y definiciones:

VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION OPERACIONAL

TIPOS
ESCALA

VALORES

Resistencia a
carbapenémicos

Capacidad de una bacteria en
sobrevivir al efecto
antimicrobiano de al menos 1
carbapenémico. La resistencia a
carbapenémicos se puede medir
con pruebas de sensibilidad a
antibidticos siguiendo la guia
del Clinical and Laboratory
Standars Institute (69)

Por la naturaleza del estudio, se
utilizé la presencia de al menos 1
gen de carbapenemasa en el genoma
de la secuencia para considerar
resistencia a carbapenémicos.

Categorica Nominal

0 = No productor de
carbapenemasa
1 = Productor de
carbapenemasa

Convergencia
de
hipervirulencia
y resistencia
antimicrobiana
(67)

Lam et al. Propusieron la
defincion de convergencia de
hipervirulencia y resistencia
antimicrobiana basandose en
una combinacién de evaluacion
de riesgo clinico, sistemas de
puntuacion estructurados para
la virulencia y la resistencia
basados en la presencia de
determinantes genéticos
especificos, andlisis estadistico
y datos observacionales de
analisis genémicos.

Puntaje de virulencia >3 y puntaje
de resistencia >1

Categérica | Nominal

0=Secuencia sin
congervencia

1=secuencia con
convergencia
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Biomarcador de

Indicador molecular especifico
presente en el material genético
de un organismo, que se puede

Estudios previos han propuesto la
aerobactina, salmoquelina, peg-344
y rmpA/rmpA2 como marcadores
>90% sensibles para identificar

0= secuencia sin
biomarcador de
hipervirulencia

- - - L - : KpHV (99-101). Cada biomarcador | Categérica | Nominal - )
hipervirulencia utilizar para tamizar si el . - - 1=secuencia con
. - - . esta asociado a un incremento en .
organismo tiene una virulencia . - . biomarcador de
; virulencia y no es necesario la - - -
incrementada (99) . . hipervirulencia
presencia de todos como predictor
de hipervirulencia.
Factores genéticos o proteicos
especificos que confieren a un
microorganismo patégeno la . — -
ga patog Presencia de sider6foros 0= secuencia sin
: capacidad de causar S . e . A .
Determinante de (yersiniabactina y colibactina), - . determinante de virulencia
. . enfermedades con una . Categorica | Nominal - !
virulencia - L . serotipos capsulares K1-K2, K57, 1=secuencia con
severidad, agresividad y rapidez . h .
S K64 determinante de virulencia
de progresién mucho mayores
que las cepas patdgenas
estandar
Reporte de los articulos o
Todas las muertes en una metainformacién sobre la muerte o 0 =vivo
Mortalidad . A superviviencia de pacientes a los Dicotémica Nominal 1 = fallecido
determinada poblacion. (70) P d€ pacie L
cuales se le realizd cultivo y aislé
Klebsiella pneumoniae.
. . Presencia o ausencia enfermedad
Coexistencia de una - =
i reportada en la metainformacion de . -
- enfermedad adicional con . P . 0 = Sin comorbilidad
Comorbilidad L las secuencias sobre enfermedades Dicotémica Nominal _ e -
respecto al diagnéstico inicial. - - ) 1 = comorbilidad asociada
(71) adicionales a la |nfeccu_3n causada
por K. pneumoniae.
. 1=sangre, 2=orina, 3=heces
Fuentes de donde se realiz6 el sang o
aislamiento de un agente infeccioso: 0 hisopado rectal, 4=sistema
Tejido en donde se recolect6 - - ’ respiratorio, 5=hueso o
! S sangre, orina, heces e hisopados espirat -
una muestra bioldgica y fue . - . infecciones de tejidos
Fuente de - retales, sistema respiratorio, hueso o - . - .
aislamiento sometida a pruebas de infecciones de tejidos blandos Categodrica Nominal blandos, 6=abdominal,
laboratorio con la finalidad de - . . 7=secreciones, 8=catéter,
. ) - abdominal, secreciones, catéter, > e
aislar un agente infeccioso. - - 9=pleural, 10=sistema
pleural, sistema nervioso central, .
otros, y desconocidos nervioso central .
' 11=otros o desconodios.
Aislado de algun tipo de
microorganismo en algin f|_Uld0 Se considerd enfermedad invasiva si
corporal normalmente estéril en la metainformacion las
Enfermedad | como sangre, liquido secuencias tenfan como sitio de Cateqbrica Nominal 0 = Enfermedad no invasiva
invasiva cefalorraquideo, liquido pleural | aislamiento sangre, sistema nervioso 9 1 = Enfermedad invasiva
o liquido pericardico. central o liquido proveniente de una
(72) serosa.
Se consider6 enfermedad no
Aislado de algun tipo de invasiva si en la metainformacion _ . .
Enfermedad no : - ; . . . - - . 0 = Enfermedad no invasiva
) - microorganismo en algun fluido | las secuencias tenian como sitio de Categorica Nominal _ - -
invasiva - i lai : g 1 = Enfermedad invasiva
corporal no estéril (72) aislamiento orina, secreciones y
sistema respiratorio.
Puntaje que la presencia o ausencia
de los 3 sideréforos mas 0 = ningun sider6foro
. - representativos de hipervirulencia ; 1 = yersiniabactina
Resumen de la informacion P ) B A .
enotipica de determinantes de 0 = ningun sider6foro 2 = colibactina con o sin
genotipi 1 = solo yersiniabactina yersiniabactina
virulencia creado por la A - - -
. . 2 = colibactina sin aerobactin 3 = aerobactina
Puntaje de herramienta Kleborate que . - . - . . .
: - - - - (independiente de la presencia de Categorica Nominal 4 = aerobactina y
virulencia refleja la acumulacion de loci

de genes de virulencia y su
correlacion con hipervirulencia.
(67)

yersinabactina)
3 =solo aerobactina
4 = aerobactina y yersiniabactina
(independiente de colibactina)
5 = todos los siderdforos

yersiniabactina, con o sin
colibactina
5 = todos los sider6fors
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Puntaje de
resistencia

Escala numérica disefiada para
evaluar y resumir la presencia
de determinantes genéticos que
contribuyen a la resistencia
antimicrobiana en bacterias (67)

0=no se detecta genotipo de
resistencia
1=gen productor betalactamasas de
espectro extendido presente
2=gen de carbapenemasa presente
sin resistencia a colistina
3=gen de resistencia a colistina
presente

Categdrica

Nominal

0=no se detecta genotipo de
resistencia
1=gen productor
betalactamasas de espectro
extendido presente
2=gen de carbapenemasa
presente sin resistencia a
colistina
3=gen de resistencia a
colistina presente
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