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Res umen

T2twl Yari aciones del perf il gen- mi co Kleebvsiireulllean

pneumomi @adéuctores de carbapenemasas mediante sec

( WGS)

Kl ebsiella , pnesuamami aggat - geno oportuni st a asociado
comunitarias, representa un desaf2o0 cl2nico debido a
estudio evalu- | as variaciones g&n: pineagodda a®Q oaias| alm

carbapenemasas recolectadas entre 2020 y 2021 en un
de genoma <compl eto ( WGS) . Los ai sl amientos fueron
predomi namgrde7 , 1atr%)(n3A0 %) yi sreeg ecr ot raqueal ed) (14488 %)

caracter2sticas epidemiol - -gicas revelaron que el 54 %
intrahospitalarias, con una alta prevalencia en paci
mortalid@®w @eEdlbl.a E8 an8lisis bioinform8tico identifi
bacterianos, destacando Il os genes de adherenci a, S i
antifagoc2ticos (genes del oper -n capsuwlsar ¢ g mobolmb as
enterobactina. Asimismo, se detectaron 679 genes en
producci-n de sider-foros de alta afinidad como | a
genot - xicas como | a <colsi bfaicltoignean®tli a&asas diowesreg eyradiaas re
gen®ticas que favorecen l a col oni zaci6)n elna atmbpiiefnitcea
mol ecul ar (MLST) revel - |l a prevalencia de diversos ti
frecuedndt¥%e) , seguido por ST236 (11%) vy ST258 (10%), est
resistencia a carbapen®mi cos. Adem§s, se identific:-
recientemente alertado por | a OMS diebned® @r swes apmcpd
sanas (FKHi)gureEl 8anglisis filogen®tico mediante ANI per
destacando el cl Yast er 1 como un <c¢clado gen®ticament e
espec?2ficos. Estza hlad | arpgesirceddiede monitorear i naj ¢
estrategias efectiv@&)ys. dEn coonclolsi(-Fn,gulras 8resul tados
integrar herramientas gen-micas para casemieaiczan fec
cepasK.depneumobaaeombinaci -n de resistencia antimicro
urgencia de enfoques terap®uticos integrales par a
emergente.

Pal abras Ktkebhsgseell a,prdiacmoniese de virulenci a, sec

compl eto



Abstract

TitVa&riations in the genomic vVvifpuloadndkeé ahbsioél I &
pneumoaliari c al i solates by whole genome sequenci
Kl ebsiell a ipsneamoappertuni stic pathogen associ at
commufictgwi red infections, posing a <c¢clinical c h:
antimicrobi al resi stance. Thi s study eval uat
carbapenemaskprpdacomighnaeal i sol ates coll ected b
a Col ombian hospdgdamdme use qmuge mchionge ( WGS) . The i sc¢c
from various <clinical sources, pri marP)y bBhdod
orotracheal secretidns (Ep4 .dz8mb)ol ogi gat e cBharact e
54% of the isolates were from nosocomi al infecti
over 60 years of age (57 %) and) .a Bnoagitrafl o t matriact e
identified 5,518 genes in bacterial chr omosomes,
secretion syst emsagOt®3$%$)c, maercthiani s ms (capsul ar
pumps, and basic siderophdirtbsoasathyas6éfitgenbact
pl asmids, mainly -atfboiayedi detbphoghs | i ke aero
as wel |l as genotoxic toxins such as colibactin.
genetic adapgatciodmsani zavooihnhnin hospi-@la.l Malve ¢ winan
typing (MLST) revealed the prevalence of various
most frequent (43%), followed by ST236 (11%) anct
epi demi br maks and carbapenem resistance. Further
ST23 lineage was identified, recently highlighte
infections in heal th)y. imHhylvd glaurad tsi c( Ederpali yesii8sd ufsii
cl onal clusters, with cluster 1 representing a
specific ecol ogical ni ches. This finding reinfor
develop effective con&)rnol ¢t osntcrlautseigoine,s t(hFei grue su |8t
i mportance of integrating genomic tools to <cha
di ssemi nKt i @pmeofmdmiaae s . The combination of ant i
hypervirulence underscores the urgency of compre
the clinical i mpact of this emerging pathogen.
KeyworKdsebsiell a, ppmeumbeihnae-gfemotmer ss,e qutemlice ng

y
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nNtroducci - n

' I'a epsnewmanbaeteria Gram negativa conoc
ista que est8 implicado en diversas inf
omo comunitarias (Effah et al ., 2020) .

esertadeignificativo para | a medicina ¢
ad de desarroll ar resistenci a a mYal t
i cidad, l o que complica consi deruaebl emen
(Ernst et al ., 2020; Gorrie et al ., 20

tores de virulencia son productos de ge:
S prote2nas y estructuras que facilitan
gani smo en el hu®sped (Wasfipaptelalcruc2 @.
i rul enci aKlye bpsaiteolglegndscgpdea dp edlremi t en a | a b
s del hu®sped, adherirse a | as c¢c®l ul as
ario (Rojas et al., 2018).

uaci -n de | os Kflaechtsoireel sl ademnvedsmiohreiinaedi ap & me
r Il a patogenicidad de esta bacteria, fa
prevenci -n y tratamiento (B. T. Liu &
a evaluaci-n detmtldsadmgl esceuluarids zaomad elr a
ma completo (WGS) que permite un ans8l i si
a, proporcionando unaaviogi®nmciantyegralc - dn
r en el hu®sped (B. T. Liu & Su, 2019; I

al ment e, |l a recopilaci-n detallada de i
Il | a ppenremnintoeni m@&strear de manera efective
tas y resistentes tanto en entornos c¢l 2
noci miento es fundament al para fortal ec:eé
d agmnl mejor manejo de | as infecciones <cz¢
e el desarroll o de estr at ewe vass deen fpo geuees

ticos gue puedan adaptarse a | a evol



antimicrobiana y |l a virulencia de | a bacteria
Wyres & Holt, 2018).

Este trabajo forma part eDidaegln -ma d rcoop rnmooyl eecctud atri td

y virulenci a, y seguimiento epidemiol - -gico de
causantes de | AAS, basado en secuenciaci -n de
sociodemogr 8§foco&€l yobjJeénieosprincipal es deter
perfiles gen-micos de virulemndiedbsdel laa s pamuec
productores de carbapenemasas, medi ante secuen
Estianvestigaci -n abal26@2lely pestadonk2egdar dato
i nformaci -n sociodemogr8fica y <cl2nica para me

infecciones en entornos hospitalarios.

2 . Marco te-rico

2. Klebsiella pneumoni ae

Kl ebsiella emnmeumanibaeteria opoENnterosbac,dder ilaac

(@]

ompuesta por bacterias anaerobias facultativa

—

orma de bast - - n. Estas bacterias est8&n ampli a
ambient al es, como el suel o, aguas superficial
asadios al hu®sped, como |l a superficie de | a mu
al ., 2023) . En IKdbebséred ahspamacuomcreinae a pri nci pae
el tracto digestivo Y, con menos frecuenci a,
caoadiciones ideal es, l a bacteria puede invadir

trav®s de estos reservori os, propag8ndose y cal

A pesar de formar parte de | a rKilerbshiedtl a ipmtealanc
es reconocida como un i mportante pat-geno opo
causar infecciones graves, especial mente asoci
de riesgo en el desarroll o de infeccioenesalgr,av ¢
202 3; Lam, Wyr es, Duch®°ne, et al . | 2018; G. Wa 1

El gendma pdheeumbenaeun tamafYo de aproxi madament
bases (Mbp) y contiene alrededor de 5500 a 600



2000 a 3500 son genes centrales y 1-b80eneR060

al ., 2014; Hol t et al ., 2015; Karampataki s et

conservado, y se encuentra en alrededas aqdeé 95
el genoma accesorio es din8mico, adaptak.i vo vy

pneumorEisgae. %l timo incluye genes rel acionados

compuestos antimicrobianos, genes plasm2zdibcos

transferencia #emiezomat &t @NavorR017; Wyres & Ho
estructura del genomaKacpreswmeowpaedesncelpasi fdiec
tipos: oportunistas, multirresistentes e hiper\

2. 2. Virukleenbcsiiaeldea pneumoni ae

K. pneumoeidae desarrollar wuna infecci-n si, en
mec8nicas y qu2micas del hu®sped vy, posteriorm
del sistema de defensa del hu®sped, medi ado t ai
i nmunceédadl!| ar -S{ @owmezds & Uhl emann, 2017a). Est a
maquinaria gen®tica factores de virulencia que
2021; Paczosa & Mecsas, 2016 ; Rocha et al ., 20
Se han ideXti pinead@anéme grupos principales de

l os pilis, I a c8psula, |l os lipopolisacs8ridos (L
(Figulr)a 1Dependiendo de |l a distribuci-n de &est
identifiemati pgos fd e virulenci a, tambi ®. conoc
pneumonieae fenotipo cl 8sico y el fenotipo hiper
1) .

ElI fenotipo cl8sico es el principal causante de

afectando principal mente a pacientes con Col

i ntercambiar f8cil mente el ementos gen®tdeos m-
resistenci a a compuestos antimicrobianos. Por
hi pervirulento se caracteriza por causar i nfec
a i ndividuos sanos. Est as cepas pueden desar
meni ngi ti s, endoftalmitis o fascitis necrosante
al ., 2020) .

Mp



Las
factores
es
mwul tiple
bacteri a
virul enc
c8psul as
confiere
hi pervir

202 3; Ko

Tabl al: da
hipervir

cepas

ul ent as.

de fenotipo cl8sico suelen ser me n o
de virulencia espec2ficos presentes e
probabl emente el resultado del efecteo acum
S genes accesorios que trabajan en cor
-K &Gromegral ez al : 2021) . Son de destaca
ia presentes en |l as cepas de faemnoti po
m8s gruesas debido a | a presencia de
mayor robustez y |l a caracter2stica d
ul encia grandes y | os gque codibican | a
t et al ., 202 3; Wyres & Holt, 2018) , el
racter2sticas dikel ebaselcdeapaeh8&banoas aee

Caracteristica(s) para el tipo de cepa

Parametro Clasico Hipervirulento
Tipos comunes de | Neumonia, ITU, bacteriemia. Absceso hepatico pidgeno, bacteriemia, abscesos de
infeccién pulmén, cuello y rifibn; neumonia, celulitis, fascitis
necrotizante, miositis, meningitis, endoftalmitis

Poblaciones Inmunosuprimidos (diabéticos, | Diabéticos, personas sanas.
susceptibles pacientes con  neoplasias

malignas)
Tipo(s) de capsula Serotipos capsula K17 K78 Hipercapsula serotipo K1 (93%) o K2
Sider6foros (%  de | Enterobactina (100), | Enterobactina (100), yersiniabactina (90), salmoquelina
cepas que expresan | yersiniabactina (177 46), | (>90), aerobactina (93-100)
sideréforos) salmoquelina (21 4),

aerobactina (6)

Concentracion Mundial Principalmente Taiwan y el Sudeste Asiatico
geogréfica

Tipo de infeccion | Nosocomial Adquirido en la comunidad

principalmente

adquirida

Frecuencia de informes
de resistencia a los
antibioticos.

Frecuente (productora de BLEE
y carbapenemasas)

Infrecuente

Tomada

de:

(Paczosa & Mecsas, 2016)



Siderophores:
Enterobactin # Fe3*
Yersiniabactin ¢ Fe®*

Classical Kp

Capsule (K1-K78)

Type 3 fimbriae

Type 1 imbriae
LPS

Hypervirulent Kp

Siderophores:
Enterobactin * Fe**
Yersiniabactin @ Fe3*
Salmochelin A Fe’* =
Aerobactin @ Fe3*

Fi gurlaLols cuatro

hi pervir KL emptnas Mdaiad a .

A
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descri
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continuaci n, s e
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K. pneum&niraee etA adant i2n0wWa8c)i - n se muestran | o

relacionados con |l as fimbrias tipo |

Tabl-2aGénes relacionados con adherencia (fimbrie

i mB

i mE

i mA

i ml
i mC

Fimbrias tip -
i mD

i mF
i mG

i mH

| = = | =h| = | = = | = [ = | =

i mK

TomadaVBEBBVi(rul ence Factor Type h.Hipnbriae in K

2.2. 2. Bi opel 2cula (fimbrias tipo

Las fimbrias tipo 3 son estructuras adhesivas
aproxi madamente 2~4 nm vy wuna |l ongitud dk. 0, 5~2
pneumownwi aet 8n compuestas principal mente por | a
Mr kD en | a punta (Murphy & Clegg, 2012). Su fu

bi opel 2culas en superficies tanto bi-ticas <cor
mayori cadd npor prote2nas de |l a matriz ext\Vacel u
(Guerra et al ., 2022, Kot et al ., 2023) . Se ha
superficies bi-ticas, mi entras que MrkA se unhe
como dispositivos m®dicos (Paczosa &rMecsas, z
principales genes relacionados con |l as fimbria:
Tabl-aGénes que codifican | os componentes estruc

mr k H

mr k|

Fi mbrias tip|mrklJ
mr k F

mr k D

MYy



mr k C
mr k B
mr k A
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2. 2. 3. Modul aci -n I nmune
2. 2. 3C8Ip.sul a

§psula de K.olpdmewmwanidane deepa m8s externa de

rtante factor de virulencia, ya que proteg
nitaria del hu®sped. Esta c8psula previen
cul ta | a acocsi -pn®pbtaicdtoesr iacnitdiamidcer dbi anos, bl o
onentes del complemento, y evita la activarc

reduce |l a producci-n de esple] &8 Lyr élaNcFt i v a ¢

zosa & Mecsas, 2016) . Los ant2genos K que
c2ficos) permiten a | a bacteria evadir | a
entes en el hu®sped, evitandoalas,?2 2s0u2 3a@c.t i Vv :
genes d@plsoonoperesponsables de |l a s2ntesis di
icipan en |l a polimerizaci -n y ensamblaje d
entan en | a regi-n media del l ocus una zor
ga a | aacé&egsulbat wra muy variable Kntre |
mo,ni@a®en diversos tipos de .&ntagemas aki ehnd:
uce en diferentes nivwelreserdetviarlul, e n2clizal ) (. ¢

genos K deK.l ap nceS8upsseunliled édlei zan como <criterio

tipificaci-n de cepas pat-genas (Guerra et
ul ares d iKfl erbesrited d a emqmeduampneaeti pi ficaci - n
mi nados del K1 al K78. Sin embargo, no tod
irulenci a. Los serotiposeBKbngciK®Roshaanomd dloc

|l entos y est8n estrechamente asociados <con
cciones invasivas graves. Es importante de:¢
tipificables mediant e emn®t dbogueerhal 1dievad o

de herramientas gen-micas para | a identif

(VFDBVirul ence Factor Camsuwl.e .i M Kloel s inailalca - n

principales genes relacionados con | a capsul a:

M cp



Tabl-4Génes relacionados con modul aci-n inmune (

ugd

rfbkil

C8psul a KPL1_RS1

KP1_RS1]1

KP1_RS11

KP1_RS2§

KP1_RS1]1

KP1_RS11

KP1_RS11

KP1_RS11

gnda

wc ald

gnd

gal F

cpsACP

wWzi

Wz a

wzb

Wz C

wbaP
Tomada de: (ChewRgDBY/ti rall enc20F2actor Campsdl) in

2. 2. 3Lip.opolisac8ridos (LPS)

Los |l i popolisac8ridos (LPS) son un grupo de
Gramnegativas. Est8n compuestos por | 2pido A,
codi fi cados |ppoxr, ylmebsb,egsepneecst i vament e (Paczosa & M
ant2genos O forman | a parte KnS§spreaudmaomimbaeaedor i
nueve serotipos principales, de | os cuales 01,
| as infecKiebsf/élPBavi rul ence Factor, LPEh.i)n. KI e
comparaci n con ot rkdeebethieema@abaant enrYanees,o muy r e
serotipos O informados, |l o que sugiere que pod
gue el ant2geno K (Follador et al., 2016) .
Los LPS pKotepgemmanhaepal mente contra | as prot
haci ®ndol a resistente al complemento s®rico y

H N



(Karampatakis et al., 2023). Adem8s, desempefal

bacteria contra p®ptidos antimicrobianos, i ncl
et al ., 2016) . A continuaci -n s e mg e sctorna nl olso s
| i popolisac8ridos:
Tabl-aGénes relacionados con modul aci-n inmune (
| px
wb b
wa a
rfbD
Li popolisdrfbbB
LPS rfbA
KP1_RS1]1
KP1_RS1]1
KP1_RS1]1
KP1_RS1]1

Tomada de: (Fol IVFDBYi rtl eahce ROABOT bP8. )n KI et

2. 2. 4. Factor nutricional y metab
2. 2.4Silder - foros

Kl ebsi el l a cpureenutnao ncioane cuatro sistemas de capt a

esenciales para su <crecimiento y supervivenci e

potencian | a patogenicidad de | a bacteri a, f
transcripabohjseb mentr al y |l as reacciones enz
Durante |l a infecci:-n, el hu®sped presenk.a un a
pneumoai arducir | a producci-n de si daeed -doorr oel,
hierro que | as prote2nas de transporte del hu
competitivo permite |l a bioszntesis y el desarr
produci d&s poeunsonn:ae aerobactina, ent erobacti
yersiniabactina (Kot et al., 2023).

La enterobactina se caracteriza por su alta af
cepas <c¢cl 8sicas como hipervirulentas, ayudando
profuw&®8Vi(rul ence Facto,r rEnd. )i.n Kd ebesri®ebdati na



en cepas hipervirulentas, est8 <codificada en
virulencia en infecciones sist®micas (Russo e
presente en cepas hi pervirulentas, desempefa

di semi na bacteriana duranteKinpreuambaokdepuémoal

2016) . Por %l ti mo, |l a yersiniabactina es el f a
con infeccioneKs hpunneaunmeosnomdeer i buyendo a | a evasi
de |l a lipocalina 2, que neutraliza | a adquisic
pul m-n (Bachman et al ., 2011) .
Es i mportante destacar gue | a producci-n y ex
di ferent as IKi.nagreegudomi-eerz e r et al ., 2021) ; s
producci - -n simultanea de m¥%W tiples sider-foros
ell os es neutralizado por el hu®sped (Guerra e
2020). A contdwmturaxcn -Inosseprmunci pales genes rel ac
Tabl & :Gkenes relacionados con el factor nutric
aerobactina, enterobactina, salmoquelina y yer:

i ucA

iucB
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TomadaVHEBBVI(rul ence Factor AgeroVbVERBVIim uil @ nKlee Fsic
in Klebxnv&DBW rul ence Factor n/dDBi n Kl ebsiell a

Virulence Factor nbd.)in Klebsiella
2.2.4Ut2.1i zaci -n de al anto?2na
La al anto2na es un intermediario metab-1lico en

fuente de nitr - gekKiloe bysided | caaepbnosruoecatioase si ti os d
contribuyendo al aumento de su virulencia (Ch
asociado | a utilizaci -n de al anKko2 pamewmonicaep
particul armente en casos de abscesos hep8ti coc

continuaci-n se muestran | os principal esnagenes

Tabl-&:GkEnes rel acionados con el factor nutri ci
al antozna)

al |

al |l

Utilizaci - -n
al |

al |

®
ojlOo|m| o>l wn

al |l

TomadaVEPBViIi(rul ence Factor All antimnnd.Utilizatio



2. 2. 5. Exotoxina (colibactina)

colibactina es un compuest o qu?onmiicco®tn adtou rhelb,
ri bos- mico, sintetizado por polic®tido sint
Zi mas h2bridas (Fapus et al ., 2018), kkmodi fi

o ®d® S5

nomi mlaglmesente en Klelgeinoimaa @lrod u men .iEad a, 201

|l a bacteria (Kot et al ., 2023qQv dca Waotgu read s a

a
0
n
e
oxina tiene | a capacidad de inducir dafos en ¢
e
obl e cadena en el ADN, aberraciones c¢cromos - mi
a

se G2/ M, l o que conduce a |l a senescencia de
c®l ul as i nrhineest (dli .an 2017 ; Loxienta ade , e 2duern
principal mente en ceKas phiepeddwi(aled eat asaal deg 20
continuaci-n se muestran | os principales genes

Tabl-&aGénes relacionados con exotoxina (colibact

b A
b B
bC
b D
b E
b F
b G
b H

Colibactina
bJ

b K
bL
b M
b N
b O
bP
b Q
bs

TomadaVHBEBBViI(rul ence Factor GColni.bdac)ti n in KI|lebsi



2. 2. 6. Sistema de secreci-n tipo

El sistema de secreci-n tipo VI (T6SS) med?2 a |

especies de Dbacterias Gram negativas (Russel/l

maquinaria de inyecci-n contrg8ctil gue perfor e
proctaasi,0 i ncrementando el potenci al pat - geno d
c®l ul as eucariotas, altera el citoesqueleto de

administra prote2nas efectoras que hidrcoclbmban |
|l os §cidos nucl ei cos deVFID&BcVti gruil sn c e 0o rmecttiod o r B
Kl ebsi eml.lda ). Varios de | os efectores dirigidos
y se clasifican en cinco familias, Tl el a TIl eb5.

espec?2ficos, com¥nmbafe deadmi(tRuesGe |l it @4 ywltl] e

continuaci-n se muestran | os principales genes
tipo VI
Tabl-&aSlst ema de administraci-n de efectores (TE
vi pA/tssB
vi pB/ tssC
vasE/tssK
dot U/ tssL

ompA
hcp/tssD
clpVv/tssH

vgr G/t ss

T6SS
tlil

tlel/tle2/
icmF/ tssM

i mpA/tssA

t ssF

t ssG
sci N/ tss

i mpF

sci N
T6 SISI i mpH
vasA/ i mpG

i cmF




vgr G

ompA
dot U

i mplJ

cl pV

i mpJ
dot U

omp A

vgr G

Il ysM™M
T6 SISI | i ¢cmF
i mpG

i mpH

sci N

i mpF

i mpA

TomadaVBBPBVi(rul ence Factor, TB.SAE. )in Kl ebsiella

2. 2. 7. Otros factores de virul enc

A Pl 8smidos de hipervirulencia o gran pl §smid
en cepas hi peK.viprnuelugmota sacede pl 8smi dospdl berg

yrmpA2 egul adores de i mrecABWIOYa eutoAd a alt)oi,BnGD N
(sal mochelina), e inclusdl @BMKles qduee rceosnifsiteer

resi stencia a carbapen®micos (Karampataki s

A RcsAB (Regulaci-n de la s2ntesis de c8psul
sistema de transducci-n de sefales de dos c¢
|l a expresi - -ncpe rlecponsradd es del polisac8ric

i nvol ucr acoegh sBsu et alSe, d20 8 ncian de |
capsulares estructurales porque cumplen une
expresi-n en Jlugar de <codificar di rect amen

c8psul a.

A RmpA (Regulador del fenotipo mucoicdpea A): R
nivel transcripcional, resultando en un f en.
r mp(AHsu et .al ., 2011)



A Sistema de eflujo de m¥%Kti phes mtsBiemed st eAmrar,
codi ficado paocrr R&A\lBeopexrclnyeclryrsctgBemedi a | a

resistencia de |l a bacteria contra p®ptidos
(Padilla et al., 2010).
2.3. Ubicaci -n gen-mica de gene

Virul emKdiedbsarl | a

La mayor2a de | os ¢Ke n epsn eduemsvhiBraueloerngcaina zdaed o s e n
el cromosoma VEBbBPatrhagendsi s, oh. &l p bB2¢)iF & gHisataa 1
di sposici-n podr2za facilitar | a coordinaci - -n di
bacteriana, ya que permite |l a expresi-n conj ul
favoreciendo | a colonizasasndel ahe®apednydeéal g

enfermedad (Ball ®n et al ., 2021).

Asi mi s mo, |l a organizaci-n en t&8ndem de | o0os gen
m-viles, como | os pl 8s mi-tdroan s npiuse den fjaucnitloi t@o n
resistenci a a antibi-ticos, promoviendo | a CcQ

r esstiencia (Bai & Guo, 2024).

= - ambp K.pneumoniae NTUH-K2044
s (NC_012731)

galF

K.pneumoniae NTUH-K2044

plasmid pK2044 (NC_006625)

KP1 RS17340 yl
KP1 RS17355 =

KP1 RS17335

KP1 R§17345
KP1_RS17330
KP1 RS28055
KP1_RS17325
KP1 RS17320

KP1 RS17240
KP1 RS17220

B Adherence
Effector delivery system

B immune modulation : ¥ ¥ Nutritional/Metabolic factor
Biofilm W Regulation

W Nutritional/Metabolic factor
I Antimicrobial activity/Competitive advantage

B Regulation

Fi gu+2abl caci -n gen- mica de genes rKdleacsiiocenddao s



TomadaVHBEBPBPalt hogenesis, of. Kl)ebsiella

2. 4. Epi denkK.olpongezuamodnei a e

En Col ombi a, | asKlierbfsd cedilaan enrepuam® 9 i € ecuent es
Uni dades de Cuidados I ntensivos, con una resis:
entre | os aislamientos, seg¥n datos del I nstitau
2023. Estas infecci ones craeupsrae sdeentnaonr buinnao ritnapl oi rdta
a |l a r8pida evoluci-n de | a bacteri aKl(eKkbasriaemplaat :
pneumosne areel aci ona con su capacidad de coloni za
factores de virulahguano®preasgsosegscygn kas condic
sociodemogr8ficas y pr8cticas del i ndividuo. F
desarroll o de I a infecci-n, como | a hospital:]
prolongado de ddiicsopso siinviavsoisvons® y | a | ocalizaci -
2023) . La gravedad de |l a infecci-n depende en
hu®sped y del potenci al de virulenci-demenhgpat -
et al , 2022).

Estudios cl2nicos y epidemiol - -gicos previos ha
secuencia deK. gpnemsehoodiegauee, genera una amplia v
virulencia y susceptibilidad a.l@oascamadcibdadi d
coloni zak.i -pneduvemsnicdeave en el proceso infeccic
colonizaci-n incrementa el riesgo de infecci - -n
significativamente entre distintas regi arees (e
colonizaci-n &n elneudlaomnaeemnt ado del 5% al 3¢
occidentales, mientras que en pa2ses asi 88ticos
202 2; Russo & Marr, 2019) . Este aumento probe
relacionado principal mesntde coan emaantiaesnt @q n dciocnitoar
alimentos y agua, | a edad del hu®sped, el tabac
(Russo & Marr, 2019).

Por otro | ado, IKa emieduepmoinadlacegt?o0oar adede car bapenen
present a una variaci -n ged)g.r 8EncaCohomabhe (B
productoras de KPC muestran una propagaci-n en
constante de este agente em leaxdmardIcac it -amb i B:nt &

HY



en Estados Unidos, Argentina y Brasil. En Asi a,

que en Europa se evidencia en Italia, Pol oni a
deK. pneumopndaetora de KPC es espor8dica, i ndi c
ocasional sin formar parte de una cadena de tr

B Endemic spread of KPC producers
| Sporadic spread of KPC producers
[] KPC recorded

[ Not recorded

Fi guB3aCalr acter2sticas Kilpeéeseimeé loll a g vadwsmareiraae de KP

Tomada de: (Lee et al., 2016)

En 2021, se public- un estudio clave que repr
sobrKkd ebsi el l a mpaeasumoeantae a carbapen®mi cos (C
confirmando su condici-n end®mica (Saavedra et
Saavedra et al ., recopil - 425 aislados de CRKP
provinieron de @4 Gepambiamentepresentando el 9C¢C
(Figwina 1

Los datos respaldan | a expansi-n y endemicidad
de siete clones de alto riesgo, siendo el m8s f
Este clon se expandi - clonal mente y mobatr - |
abarcando 18 departamentos (Saavedra et al ., 2

H ¢



Adem§s, se identificaron 80 secuenciotipos (ST
pri mera vez en Col ombi a, i n¢d8dldasSTI408 5y e vRTs4
ST4918987. Estas ST se agruparon en 42 grupos ¢c
fuer¥Yonn cos. Los grupos <clonales m8s frecuent e:c
ccGl14/ 15, CG307, CG17/20 y CG13. Varias de estas
de alto ri esgo, ampl i ament e representados er

internaciondiea, sbodgeeminaci -n globad).y relev.

@ ©6258 (n=205)

11 (n=61)
258 (n=105)
240001

o FU powar a7 Atlintio nes Cosan 1 a) b)

Sucre, =1 " Norte de
Cérdoba, n=3 P Santandes, n=25 512 (n=32)
P 833 (n=1)
A By 1519 (n=1)
0. O . B
e & 4851 n=1)
e m
S
Caldas, n=10 @ CG6152 (n=23)
~ W 52029
© core(ns)
| RS
Risaralda, ne19 @ cG639(n=6)
' =2 W =00
Quindio, n= Q cG147 (n=23)
[ e
5
- 273 (n=3)
392 (176)
Valle del Cauca
i KA @ ©645(n=6)
e SN . 45 (n76)
Caucs, n=10 B @ cG13(n=9)
Narifo, n=23
Bogora, 'u-'l 13 (n=8)
Hhala, 012 | B
s KPC-2(n=126)
-3 {n=168) i i =
mm  KPC-3{n=168) . V-2 (e=13) " ’ & v © cor =11 © ©6307 (n=16)
VIM-4 (=6 © C614115 (n=22) n=8) C
s NDM_“"TSD) = vm—z‘a((n:)w. R 307 (n=16)
NOM-9 (n=3) (o8 25 (ne8) $ham
mm  Nocabapenemase 15 (n=14) ¢ () cG70(n=8)
KPC-2+NDM-1 (n=9) — © Others CG (1=78) : (=30 clonal groups)- | B
[] Departaments without isolates in survilance KPC-3+NDM-1 (n=2) P (n=9 singletons) 1373 (=1} . 70 (1=8)
[] Departaments with isolates in surviliance B KPC-3+VIM-24 (n=1) 1440 {0-1)

FiguHdailstribuci-n geogr8fica de | os mecani smos

Kl ebsiell ayprBabmdnigeen- mi co cen20&a7. en Col ombi a

Tomada de: (Saavedra et al., 2021)

La ST258, identificada como | a m8s prevalente
reportada ©por primera vez en Colombia en 200
internaci obrailc g Muthnoal ., 2013). EI complejo cl on
fue popasabl e del 68% de KI ebsilell2l ab rrmoottedsfimiocha ches
mundi al mente entre-Vehexiya 2016l (.Navdonl7) .



La virulencia de | o0os aislados de CRKP fue baj

virulencia se identificaron en menos del 30% d
que coincide con | as tendencias globalag - -(Wyre
una sobrerrepresentaci - -cl 2! prgemmendiee ceonl i dblac? b
ai sl ados, y se report - por primera vez en Col
(CG380) (Saavedra et al., 2021).

Estudios previos han reportado ai sKhebsenéebbka

pneumonéskestentes a carbapen®micos con caracte

2009 y 2020, se han documentado casos de esta ¢c
Europa y Am®ri ca -Heerlr eSruret( Goln.z,8§12®21) . Exi sten
exiptar este fen- meno. L a pri mer a, m§ s cC 0 m¥n,

hi pervirulento adquieren el ementos gen®ticos m
reseinsctia a antibi -ticos. La segunda teor2a indi

genes de virul-Fercnar (&tonalg8l ez2021) .

En este contexto, un aspecto de cr ecKleenbtsei eplrleao
pneumoaesa@reci samente | a emergencia de <cepas

(hipervirulencia y resistencia a carbapen®mico:
por parte de organismos internacionales. Un ej €

de024 por | a Organizaci- -n Mundi al de | a Salud

de |l a Salud (OPS), en |la que se adaislrami esopboe
deK. pneumopieagirulenta (hvKp) del secuenci ot iy
carbapenemasas. Esta cepa ha sido detectada en
Am®rica, Yy su capacidad para causar infecciones

sanos,cqgmungw multirresistencia antimicrobiana,
para | a salud p%¥%blica (OPS/ OMS, 2024).

Esta creciente preocupaci-n se ve agravada por
una mayor complejidad en |1 os nKecamneunmksnide . di
particular, se han identificado pl 8smidos mosai
como de resistencia a antimicrobianos. Estos pl
K. pneucenipaei entes en Noruega, Reino Unido, C

transmisi-n simult8nea d#eamkeos eftemdt 202802, E0 n E
han resaltado | a necesidad de incorporar en |

ang8lisis tanto de | os | oci de resistencia como

oM



Ade

m§ s, | a di stribuci  n de estos atributos

significativamente entre Kosprde shGammesSigmmprods
& Uhl emann, 2017a) . Uno de | os cl ones ms§ s r €
epidemiol -gico es el ST258, que ha sido ampliar
hospitalarios y se destaca ©por su capacidad g
resneita (Gbarmakezet al ., 2021) . De hecho, el
Prevenci -n de Enfermedades (CDC) esti maK.que al
pneumomnrieasei st ent es a carbapen®mi cos, correspo
(Karampat.akiza023) .alEn este context o, estudi os ¢
factores de virulencia y mecani smos de evasi
circulaci-n de di ferentes l inajes clonal es

(GomezSi mmonds & 79hl emann, 201

Otros clones c¢cl 2nicamente relevantes, como ST1
patrones preocupantes de convergencia entre vir
Estas cepas portan un gran pl 88smido vomal ento
sider-foros de aerobactina, sal moquelina y &en
c8psul ar cppAmamp AZ am et al ., 2021; AWem&s , & s Ho lhta,
documentado una asociaci - -n eibtl mae K@ &ineetse rdmei nraenstic
derwil encia que incluyen pilis tipo 3 y sistems
2020) .

Estos patrones reflejan | a naturaleza ding8mic:
abi erK.o @reeumoean aeel cual el n¥%mero total de gen
se integran nuevas secuencias gen-micas (Marti
gen®tica no solo permite |l a incorporaci-n de nt
que t ambtiewan prl achesaf 20 continuo para su vigilan
Gr an parte de est a comprensi - n h a sido posi l
secuenciaci-n del genoma compl et o, |l as cual es
precisi-n |l as variantes clonales y sus reperto
Wy r edsu,dd, et al ., 2018a) . No obstante, avan per s
bases de datos accesibles y programas de vigil
consulta r8pida de informaci - -n m®di ca, engiid emi ¢
efectiva de este pat-geno.



2.5. Secuenciaci-n del genoma ¢c

L a secuenciaci - -n del genoma compl et o de mi ¢
herramienta esenci al par a comprender mej or I
transmisi-n y | a epidemiolog2a de | as enf er me
avances haonnapdroo phoerrcriami ent as para disefar estra
de infecciones, permitiendo identificar Il a hei
variantes, |l os subtipos m8s prevalentes, Il a fu
de transmi sadem8s de ofrecer i nformaci-n hist
facilita | a evaluaci -n comparativa para |l a vigi
La secuenciaci-n del genoma completo proporcio
epidemiol -gico de |l as infecciones, especial ment
Tambi ®n permite |l a implementaci-n de h8lrirsansi en
m8&s robustos, rg§pidos y precisos de |l o0os microc
prevenci-n de infecciones secundarias causadas
2020) .

Adem§s, |l a secuenciaci - -n del genoma compl eto h
al est Kdi ogneée.moBmnakos wW timos afos, ha comenzeze
significativas entre |l as cepas de fenotipo cl 8§
nivel gen-mico, diferencias que | as t®cnicas de
determiamaqgue no son indicador es compl et ament e
(GonzBéezer et al., 2021).

3. Problema de 1 nvestigac.i
Kl ebsiell a rpmpawmsemitaae una amenaza creciente par

su capacidad para adquirir genes de resistenci
que ha dado lugar a cepas con fenotipos de alt
mul t i rnrcasai s(tMartin & Bachman, 2018). A nivel m L
cepas resistentes a carbapen®micos con caracte
infecciones graves y dif2ciles d@&Go®ntzaRerarrer cetn

al ., 2021).
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problem8tica cobra especiKal prneeluesvsannucai®@a e n
|l os principales agentes de infecciones asoci
i dados intensivos, responsabl e de aproxi maoc
cterianas asociadas a | a atenci-n en2aalud
arampatakis et al ., 2023; Martin & Bachman,

n- mica de cepas <circulantes sigue siendo | i

razamerén profundidad | os factores de virulenc
n |l a resistencia antimicrobiana.

necesario profundizar en el estudKloelWsi ¢lolsa f
eumonidcdeda su gran diversidad y su impacto ¢
n- mica comparada, | os mecani Ssmos mol ecul ar es
n-mica afecta | a expresi-n de estos factores
22; MBla ¢ h ma &, 2018) .

ta especie ha desarrollado una notable capaci
rulencia a trav®s de su flexibilidad gen- mic
®sped e inducir respuestas inmunitamgiran i ne
ntrolar adecuadament-Eelaernéeecal :n.20Bbhzabert
sconoce con precisi-n c¢c-mo interactan est o
muni dad innata y c¢c-mo |l ogran superaspedficazn

engoechea & Sa Pessoa, 2019; G. Wang et al .,

nqgue varios estudios recientes se han centrac

timicrobianos, el an8lisis de | a ecolog?a, [
rul edcipndemansado bastante | imitado. Como c
olutivos que afectan |l os atributos de virule
, 2023; Kochan et al ., 202 2; Marcol eta et a

tudi osquleo ccaalreasct eri cen el dpoeshasalegasvinriulse

n la distribuci - n clonal, I o que represent
idemiol -gica y el control de infecciones.
r otro | ado, |l os estudios que h&n emfeatmona de

han basado mayormente en cepas de referenci
e por SuUu resistencia a antimicrobianos, ut il

tibi-ticos. Esto i mpide =evaluar adecyadamen



resistencia en esSianmoacdtse r& aU h(l Gonmaenzn , 20170; Cl

Arcar i & Carattol i, 2023) .

Actual mente, se Kesporomenfaertqu@ entre otras ¢
tanto por |l a velocidad como por |l a persistenci
caracter2sticas similares (Arcari & Carattoli
Organi zaci-n Mundial cdeuilrd aSelnuds u( OMS)t aa dien p a
debido a su habilidad innata para desarroll ar

y transferir materi al gen®ti co entmoe cdiaf esriednot
reconocida como parte del grupo ESKAPE ( Russ
mi croorgani smos relacionados con I nfecciones A:

resistencia a antibi-ticos (OMS, 2019)t.erLgpa que

un i mpacto negativo en |l os costos hospitalarios
(Lam, Wyres, Judd, et al., 2018a; Lam et al .,
En este contexto, a¥n no se comprenden compl et
verdadero potenci al de virulencia de | as cep
interacci-n con el hu®sped. Esta falta de cono
par a el control efectivo de brotes en el ent orn

de cepas con alto riesgo cl2nico puede compr ome¢

K. pneurxmiide una notable diversidad gen®tica
urgente de ampliar |l os estudios de secuenci ac
determinantes de virulencia y resistencia. Pro
este patr mgietnior p& no sol o comprender mejor | os m
resistencia y virulencia, sino tambi ®n i mpl eme

Esto es especial mente relevante en pa2ses en
vi gilancia gen-mica a¥n son incipientes y | a
propagaci -n de estos clones de alto riesgo en |
& Uhl emann, 2017b) .



Justificaci - n

La aparici-n vy p r oKplaeghbascii e Inl ag lpanead madh@ aker 2 st i C
resistencia a antibi-ticos e hipervirulencia r
epidemiolog2za de | a infecci: n. Para &ell o, | os
completo (WGS) representan unaenelnttear nlagad va®arei
rutinarias de | aboratorio (Saavedra et al ., 20
estas cepas varza entre diferentes regi@®nes ge
studiar |l a variaci-+-n epidemiol-gica y evoluti
m8s adecuadas de vigilancia, control de infecc
terap®uticas (Arcar. & Carattol i, 2023; Saaved,]
Aungque se han identificado varios factores de
infeccK: nppeumoa¥%mefalta identificar | os facto
progresi-n de |l a colonizaci-n a |l a infecci-n, |
patog®nico o virulento de cada cepa (Martin &
factoresjdetmoi e®gol as variaciones en el genoma
de progresi-n hacia | a enfer medandge(nMara®.idhe & E
pneumosms ackki n8mico, por | o que | os mecani smos de
siguen sin estar compl et ament e claros. Los d
actualizarse continuament e par a generar estr
propagaci -ai glleacdss oys permitan predecir | a estru
medi ante an8lisis comparativo (Karampatakis et
Wang et al ., 2020).

La mayor2a de | s peetuthbnbsasbbaer en grupos cl ol
ai sl ados hi pervirulentos o] resi stentes a <carl
patog®nesis de cada tipo de bacteria dentro de
infecci-n (Martin & Biacmhtan,cep@&8)proEkbniesntuas
entornos y 0r2genes gen- micos perkKmi tpen eeunn oenni daeer
considerando | as caracter2sticas de virulencia
Pessoa, 2019) . El usiov edres msd sd mdeost wdiz2ansd cpen -dmi
puede proporcionar i nformaci -n vali osa sobre
(GomezSi mmonds & Uhl emann, 2017a).



Adem§s, es fundament al aument ar el conok.i mi ent

pneumoywiesxtudi ar su trayectoria evolutiva (Chob

hi pervirulentas que han evolucionado a partir ¢
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smidos de virulencia difumina | as ediefsetroesnc i
oti pos; | as cepas hi pervirulentas suel en [
sibles a los antibi-ticos, mhémrettccaosngse alsasg
a atenci-n en salud y son resistentes a | os
oXxi madamente el 7TK% ¢peelmesicmadas Hden capac
ducir una c8psula nueva 0o no son capaces de
odos de tipificaci-n y serotipificaci-n en
ecul ares y de secuencriedceiv-am caidag,u iyear egru ea we?r ny
l oci de s2ntesis de c8psulas o | oci K, I o
roorgani smos (Karampatakis et al., 2023).

a enfrentar | a prKopppaeauimemi e endmas adear bap
han i mplementado dos estrategias compl ement
a identificar genes o |linajes de virulencia,
demostrado un not abféecegrot eacipdlaspakhdadendg
umomnhAraeari & Car at-$Siommogn®29 28 ; UlGloenmann, 2017 a
reciente alerta emitida por | a Organizaci -n
4, frente al aument Kl gelbesh all | cdaehpaypesulmednriiedned rots a

Kp) ST23 portadora de genes de carbapenemas
talecer | a vigilancia gen-mica de esta espec
ciente de cepas con doble perfil dey amena:
palda | a pertinencia de caracterizar mol ecu
pitalarios como el analizado en este estudi
i mportante destacar gue | os =estudios en e]
demi ol - gi cos, podr2an revelar en el futuro
nes emergentes, similares a | os cambinas que
resistencia a antibi-ticos. Esto mejk.rar?za
umohHarrvg8§th et al ., 2023).



5. Pregunta de 1 nvestigac.i

aCu8les son |l as diferencias entre | os perfiles
Kl ebsiell a pnedmonones de carbapenemasas ai s
Universitario Nacional de €20Rambia durante | os

Objeti vos

6.1. Objetivo gener al

Determinar | as variaciones de |l os perfiles gen-
deKl ebsi el | a pprnoeduuntcotnoiraces de car bapenemasas, rec
Universitario Nacional de G200 201mb inae ddiuarnatnet es eecl u e

de genoma completo (WGS).

6. 2. Objetivos espec?2ficos

A Obtener el genoma de &Kilselbasmied n tao spendei udnmoti nei case

Secuenciaci-n de Genoma Completo (WGS).

A ldentificar |l os genes asociados a virul enq
Kl ebsiella pneumoni ae.

A Comparar |l os perfiles de vKrebeinellaadgné wmo

oy



v

Met odol og? a

Este trabajo corresponde a un estudio observaci

como criterios de incl uKil-erbsaied Il @madpemetugeornfcilal? n d
resistencia a carbapen®micos (CRKP). Las muest
Universitario Nacional de Col ombia durante el [

2020 vy el 10 de julio de 2021.amencoentlian umaectio-dno,l

empl eada para el desarroll o del estudi o:

7. 1. Recolecci-n de |l as muestra
La identificaci-n inicial de | os aislamientos
Hospital Universitario Nacional ( HUN)E 1medi ant
( BD, BRicd loinns on, USA) . Para este proceso, se uf
l dentificatlDan) desNMh&dos a |l a identificaci - -n
del perfil de susceptibilidad anagilm<rloibn@aami, er

establecidos por el Clinical &4€dSLab@i0Od©dri o St

Las cepas fueron obtenidas a partir de muestras

hospitalari os, con predominanci a en hospitaldi
I ntensivos (UCI) y Unidad de Cuidados Il nt er me
presentaban colonizaci-n o infecci-n asociada e
su consentimiento informado tras | a socializac|i
el comit® de ®tica institucional (ver Anexo 1).
ElI origen de |l os aisl amient os fsuaen giriret, @ s?2aog,uiidmoc |
peritoneal, |l avadod ehriadmsoalseos| ygr ale col umna,

orotraqueales), abscesos, cat®teres venosos y |
Cada aislamiento fue codificado con un identi
variables sociodemogr8ficas (edad, sexo, l ugar
m®di cos, comorbilidades, estancia hosp)i.t aklar i a
segui miento de | os pacientes abarc:- desde su

fallecimiento. Cada i ngreso hospitalario f ue
registr8ndose i nformaci - n espec2fica como n Yan
di sposios utilizados, mi croorgani smos ai sl ados

o ®



tratamiento antibi-tico administrado. Todos est

di sefado para el seguimiento epidemiol-gico del
Final mente, | os aislamientos fueron trasl adado:
(EPI MOL) del I nstituto de Biotecnolog?2a de | a
siguiendo | os procedimientos establees a@mise ptac a

de muestras cl2nicas (ver Anexo 3).

7. 2. |l denti ficaci-n microbiol - -g
En el |l aboratorio de epidemiolog2a molecular d
reactivaci -n de |l os ai sl amientos se 1 ev - a
espec2ficamente caldo infusi-n cerebE). clasaz-n
cepas fueron sembradas inicial mente en agar BH
Finalizada |l a incubaci - n, se realiz: una tinc
bacteriana y verificar | a presencia de bacilos

Los aislamientos que mostraron dicha morfol og?2:
MacConkey (TheEmo O%9i endon f ied fin de evaluar

macrosc-picas y propiedades metab-licas propi a:
Adicional ment e, se aplicaron pruebas bi ogu2z mi
identificaci-n del mi croorgani smo: medi o Tripl
urea y SIM (sulfuro, i ndol y motilidad)al todoc:c
(OxB)d En |l os casos en que se presentaron duda:
pruebas Dbioqu2micas, se wutiliz-TOEspembr an®ectnri?c
complementaria para |l a confir ma@8iE Bir ukeere spRILLDle,

BotyperE sirius

Tras | a validacKlebseélihatpwvadmombabkami ento f ue
en tres crioviales independientes a 180 AC emp
|l eche descremada (Ski mie.d BEtl ks Powidevi alOxo i fduer
en el cepario del I nstituto de Biotecnolog?a

mol ecul ar .



7. 3. Extracci-n deK. APNegmonmae

Las colonias bacterianas previamente reactivac

cerebro coraz-n (BHI broth) y cultivadas bajo

rpm, a una temperatura aproximada de 37 AC, d
(ovweight). Transcurrido este tiempo, se transf

(2 mL en cada wuno), | os cuales fueron centrifug
para obtener el pell et bacteriano correspondi el
La extracci - -n del ADN gen-mico se Il ev - a ¢cé¢
seleccionados seg¥%n su disponibilidad en el | al
(I'nvitrogen, Thermo Fisher Scientific las.) y L
casos, el procedi miento se realiz: de acuerdo

fabricante.

La calidad y pureza del ADN extra2do fueron e
equi po Nan@DOOE NDher mo Fisher Scientific IlInc.
A260/ A280 (-ptima entre 1.8 y 2.0) y A260/ A230
l a integridad del ADN, se realiz- el ectrofor es
deposittlhrdbden 8ada muestra ajustada a una concent

TBE O0. 5 X, colorante SYBR Saf e, y mé&ric aRlbous de p
(Bioline).

Final ment e, l a cuantificaci-n precisa del ADN
el equipo Qubit 4.0 (lnvitrogen), empl eando el
Scientific Inc.), siguiendo | as instrucciones
7. 4. El aboraci-n de | i brerzas g
Los ADN gen- micos que cumplieron con | os par 8 me
concentraci-n fueron seleccionados para el pr o
l i brer2as para | a plataforma |11 umilndai nms enal |DeNVA-
Prep (llluminaE, San Diego, CA), siguiendo es

'l lumi na DNA Prep Reference Guide (2020).



Adicional ment e, con el objetivo de optimizar
ai slamientos que presentaron profundidades de |
se empl e- l a tecnolog2a de secuenciaci-n Oxfo
geneir-anc de | i brer2as para esta plataforma se re
Kit {S@&@K 09, Oxford Nanopore, Oxford, UK), compl
Expansion-NBIDt196EX®xf ord Nanopore Technol ogi es,
mu | txiaprl em%|l t i pl es muestras en un solo flujo de
La evalwuaci-n de | a calidad de | as | ibrer?2as
Qseql00 Fragment Analyzer (Bioptic), gue per mi
el tamafYo de | os fragmentos de ADN presentes el

7.5. Secuenciaci-n del ADKg de

pneumoni ae

La secuenciaci-n mediante | a plataforma ||l umi:r
de 600 ciclos (Il lTumina Inc., San Diego, CA),
300 pares de -ebnads e2sl 3(0pOa ibrpe)d. Por sacpamt @orp®xdao
Nanopore Technologies (ONT), sMl Nlmpll e -R1wWna cceoln
duraci -n de corrida de 4 8 hor as en el equi p
Technol ogies, 2022b) .
Para completar | a secuenciaci-n de todok. | os a
pneumorsieaes,ecuenciaron mediante | a tecnolog?a
Gen®tica de |l a Universidad Naci onal de Colom
fabricante.

7.6. An8lisis bioinform8tico
Tras | a obtenci-n de | as | ecturas crudas (reads
flujo de trabajo bioinform8tico desarroll ado pc
Naci onal de Col ombi a, di sponi bl e TpP%4bplei_cPd nmesmti ed
(https:// github.com/ dctopro/Pipe_Plasmid). A ¢
i mpl ementado para el procesamiento de | os dat o:
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7. 6. 1. An8l i si s de calidad de | os

contr ol de calidad inicial de | as | ecturas
umi na y MGI fue realizado con el software
mi ti - evaluar par 8metros como | a calidad p
ptadores. Posterior ment e, | os archivos fuer
Tri mmomatic vO0.36 (Bolger et al., 2014), he
baja calidad y restos de adaptadiozado pesetsen
trado, se |l ev- a cabo una segunda evaluac:i
ctividad del proceso de | i mpieza.

el caso de |l as | ecturas generadas por | a pl a
2.7 (Murigneux et al ., 2021) para realizar
uraci-n de |l ecturas de baja calidadnylloa r el
0Ss ' 1l umi nal/ MGI , |l a calidad final de | os r

vamente FastQC vO0O.11. 5.

7.6. 2. Ensambl aj e

ensambl aje de novo de | os genomas correspond

plataformas Il lumina y MGI fue realizado
nkevich et al., 2012), optimizadanpgr @oelt ame
gi tud.

l os casos en que se dispuso de datos proven
opor e, se aplic- un enfoque de ensambl aje |
4.8 (Wick et al ., 2017) , el cual pee met i - [

ambl ajes m8s completos y con menor fragment :

calidad de | os ensambl ajes obtenidos fue ev:
3), utilizando com&lebsére¢hai panelumpgeamn ama sdid <
128MCBI : NC_016845) , con el objetivo de an:
tigs, l ongitud total, N50, y porcentaje de

erenci a.



7. 6. 3. Anotaci - n

Los genomas ensamblados fueron anotados utild@

(Seemann, 2014).

7.6. 4. |l denti ficaci-n bacteriana
La confirmaci -n taxon-mica de |l as cepas secue
enf oque computacional basado en redes neuronal ¢
el grupo de bioinform8tica de | a Universidad N
realizar |l a clasificaci-n precisa de |l os aislam
como entrada | as secuencias del genoma compl et
2021) .

7.6.5. Tipificaci-n de secuenci as
La asignaci-n de los distintos secuenciotipos
Kl ebsiella @omumaersiisd enci a a carbapen®mi cos

herramienta bioinform8tica MLST v2.22.0 (Biggel

multilocus a partir de secuencias gen-micas col

7.6.6. An8lisis filogen®tico

Par a | a reconstrucci - -n filogen®tica de | os a
Snippycore (Biowulf, 2022) , l a cual permiti - i
( SNPs) comparando cada genoma con Kll & bsieelulea c
pneumoni ae subsp. pneNlCrBd ni aNeC H)S1161824856) . Con | a |
resultante, se construy- un 8rbol filogen®tico
i mpl ementado en el programa RAxXML v8.2.4 (Stama
de8r bol se realiz:- medi ante | a plataforma inte

Life) (Letunic & Bork, 2021).

7. 6. 7. Obtenci - -n del virul oma
La detecci -n de genes asoci adoXl!| a&bwiiredll @an @ina ueanm
se |l ev: a cabo wutilizando | a base de datos V
compila informaci-n actualizada sobre |1 os prir



incluyendo posibles blancos terap®uticos (B. Li

el pipeline automatizado VFanalyzer, disefado p
de virulencia tanto en genomas commpletos como
I nicialmente, VFanalyzer gener - agrupaciones de
analizado con referencias preprocesadas conten
|l a detecci-n de falsos positivos relacsgenados
realizaron b%squedas de similitud exhaustivas ¢
y |l os conjuntos de genes catalogados en VFDB,
virulencia t2zpicos como variantes mtte,pielasarmreslpic
se refino mediante una contextualizaci-n basadeée
|l o que mejor - |l a especificidad y sensibilidad
( B. Liu et al ., 2019) .
A continuaci-n, se presenta un resumen de | as |
el an8l i si sKlgeebns-ineilcloa ,dped et mbhanadnpsudt pumade Ing
bi oinform8tico y met ododldpg2 aEsapbi clagar amTamlt a
seleccionadas estrat ®gi camente para garantizar
genomas, | a anotaci-n funcional, | @etni®tiifciac gc il -
inferencia filogen®tica, per mitileonsd oaiusnlaa mé & n &
analizados.
Tabl-aAH&rrami entas bioinform8ticas i mpl ementadas
Herramienta Funcion Input Output Metodologia (Modelo)
FastQC Evaluar la calidad | Lecturas en | Reportes de | Evaluacion de calidad mediante
de los datos de |formato FASTQ calidad en | estadisticas de bases y secuencias.
secuenciacion formato HTML y | Identificacion de GC y adaptadores
TXT
Trimmomatic Filtrar y mejorar la | Lecturas en | Archivos Filtrado basado en calidad y eliminacion
calidad de las |formato FASTQ FASTQ filtrados | de adaptadores mediante algoritmos de
lecturas y de alta calidad | deslizamiento y umbrales de calidad.
Recorte de bases de baja calidad y
eliminacion de contaminantes
SPAdes Generar Lecturas en | Ensamblajes en | Ensamblaje de novo basado en grafos de
ensamblajes formato FASTQ formato FASTA | Bruijn para reconstruccion de secuencias
gendmicos




Unicycler Optimizar Lecturas en | Ensamblajes en | Ensamblaje hibrido, integrando lecturas
ensamblajes formato FASTQ formato FASTA | cortas de lllumina y lecturas largas de
hibridos Nanopore. Utiliza SPAdes para la fase

inicial del ensamblaje y mejora la
contigliidad mediante la correccion de
errores en regiones repetitivas.

Prokka Anotar genes y |Ensamblajes en | Archivos GFF y | Prediccion y anotacion basada en bases
funciones en | formato FASTA anotaciones de datos de referencia y heuristica.
genomas genomicas
ensamblados

MLST Determinar el ST | Genomas en | Identificacion Comparacion de secuencias de genes
de una cepa formato FASTA del ST en | housekeeping con bases de datos de

formato TXT tipificacion multilocus. Asignacion de
secuenciotipo basado en comparacion de
alelos

Snippy-core Comparar Reeds forward y | Matriz de |Identificacion y alineamiento de SNPs
variaciones reverse variantes en | mediante herramientas de mapeo de
genomicas formato TAB vy |variantes. Generacién de una matriz de

FASTA SNPs a partir de variantes identificadas
contra genoma de referencia

RAXML Construccion de | Alineamientos en | Arbol Modelo de Markov. Inferencia filogenética
Arboles formato filogenético en | mediante Maxima Verosimilitud (ML).
filogenéticos PHYLIP/FASTA formato Construccion de Arboles filogenéticos

NEWICK para estimar relaciones evolutivas

iTOL Anotacion y | Arboles Visualizacion Plataforma  de  visualizacion  para
visualizacion de | filogenéticos interactiva del | anotacion y analisis filogenético
filogenias Arbol

VFAnalyzer Identificar genes | Genomas en | Factores de | Comparacién de genes de virulencia con
de virulencia formato FASTA virulencia bases de datos de factores de virulencia

anotados (VFDB) y dominios proteicos (Pfam).
Modelo de Comparacion por Homologia
(BLASTp/BLASTn o DIAMOND), Modelos
Ocultos de Markov (HMMs) para deteccion
de dominios funcionales.

ANI Determinar la | Genomas en |Matriz de ANI |Calculo de porcentaje de identidad de
similitud formato FASTA en formato TXT | nucledtidos entre genomas completos.
gendmica Comparacion par a par

Diferencia de | Cuantificar Archivos VCF | Matriz de | Diferenciacion de SNPs entre genomas

SNPs diferencias de | generados por | diferencias de | comparados mediante alineamiento.

(Snippy) SNPs entre | Snippy SNPs entre | identificacion de grupos clonales con <o =
aislamientos cepas 100 SNPs




8 . Resultados y discusi - n

8. 1. Al sl amientos recol ectados

En este estudio se obtuvieron 70 ai sl amientos

ai sl amientos proveniseanntgéree=21@; m3Aesi 4 ®ws, deegui da

ori(nma=21; 30%) y secreci-n orotraqueal (n=10; ]
di stribuy:- entre otras fuentes, como absceso de
drenaje de colecistostom?a, hueso vemntheladal ,

| 2 quido vesicular, punta de cat ®t dru,x sdeecrreecchio- ny

tejido de collymna (Figura 8

Distribucion aislamientos segun tipo de muestra

ABSCESO HERIDA QUIRURGICA
ABDOMINAL

DRENAJE BILIAR

DRENAIJE COLECISTOSTOMIA
HEMO 37,14%

HUESO VERTEBRAL
LAVADO BRONCOALVEOLAR
LIQUIDO PERITONEAL
LIQUIDO VESICULAR

PUNTA DE CATETER

Tipo de muestra

SECRECION DE COLUMNA
SECRECION HALLUX DERECHO
SECRECION OROTRAQUEAL
TEJIDO DE COLUMNA

URO

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00%

% Porcentaje de Cepas

Figu#labi&tribuci -n de | os aislamientos seg¥%n ti

Estos resultados coinciden en gran medida con |

Kl ebsiell arpmdwsmemiteee a carbapen®micos (KPC) es
comunes en diferentes sitios, incluidos el tor
respiratori o. A nivel mu#d @ i%a ld,e d prso xaiinsal daamm eenntt e

proviemarsdeas sangu30®wade 9runa29/ o esput o, I



di stribuci-n similar a |l a observada en este est

fue el causante del 20 al 30% de | AAS a nivel 7
sangre, atribuy®ndole una tasa deemoetahbidad?26:
8.2. Caracterz2sticas c¢cl 2nicas vy

pacientes

De | os 53 pacientes del estudi o, |l os diagn-s
mul til obar de etiolog2a viral (n=10; 19%) vy di
present - condiciones como sepsis abdomimal, i n
l a comunidad y obstrucci-n intestina2). entre of

5AF3dysasal2a (

Ny

Bph Sdzy2y NI Ydzf of 20 BNA RGBS G Sa
mrSLyjaira orF Lyadz0UOASyO
BhSdzy2 y NI | RIj dzA NA R 6 &§ NHzOOA 5 ¢
Bh{iNRa RALl3

Figu#2alr8 nci pales diagn-sticos de | os pacientes

Seg%n |l a literatura, comorbilidades como | a di
son factores de riesgo sigklidbcciadglilvo sp péae ma o inda

diagn-sticos comunes asociados a esta infecci -1
La neumon2a multilobar de etiolog?2?a wviral, po
COV D , h a facilitado | a col oni zacii-snt epbes,ba
especi aKkmepheumkni aerpgenegpacientes idhgy edados
cuidados intensivos (UCI) que requirieron intu
asociada al wventilador (Sulayyim et al., 2022).



Estudios recientes indican un incremento en | a
( MDR) durante-19a emacG@yhbaci -n con | os tres a‘
destacando una &l.t g nienuariodbracbiaactckea i a panresi st e

frecuencia de -Maysorsal( Netbreaeld.a, 2020) .

Seg¥%n | a Organizaci - -n Mundi al de | a SalKud ( OMS

pneumomdulatei rresi stent e enl 9 |s ec odnetbeex tao | dae It r@Gd\sInD

de microbios: | a presencia de pat-genos en el g
de |l a salud y |l a posterior transmisi-nnasotros
durante | a atenci-n facilita esta transmisi - n,

manos desde minutos hasta variael boarnsa AdemBac
con Cdawl Bn posici-n prona durante 12 a 16 hor a
entre el paciente y el operador, l o gueK.probab
pneumomé siestente a carbapen®mi cos -len (ITaisr iUCdt d
2020) .

Con relaci-n a |l os datos socildpdemagegfipcesent e
se analizaron 53 pacientesKicomsiaelsll a.mp Renu emb lc®mangd
el 60, 38% eran hombres y el 57% ten2an m8s de
afectaci-n en pacientes de sexo0 masculino vy

relevante, ya que, seg¥%nddeaxdimaesauluirmg 6¥ mbdodad f
afdshan sido asociados con un ma&y orpnriuenogo a €

mul tsiirstente, complicaciones s®pticas graves Yy
et al ., 202 4; Pu et al ., 2023) .

Adem§s, el 54% de | os pacientes se encontraban
(uctl) al moment o del aislamiento, | o culdl COoi ni
pneumo rcioano uno de |l os pat - genos m8 s frecuen
hospitali za®ommo(nGosme & Uhl emann, 20170; I NS,
preocupante, el 40% de | os pacientes fallecier
el evada y comparsabilnet econmcrn em@andtees que indican

cepas rescatapes®m@i cos pueden alcanzar tasas d
(Ernst et al ., 2020).

La proporci-n de infecciones intrahospitalaria

alinea con estudios que indican qgKi.e pBeumndoeni abed

n



est8n relacionadas con | a atenci-n m®dica (Le
contextos hospitalarios, especial mente en UCI,
estancias prolongadas, uso de disposiefiasoguienv:
facilitan tanto | a colonizaci-n como | a infecci
Tabl-AD8t os sociodemogr 8ficos y c¢cl2nicos
Datos sociodemogr8ficos y ¢
(n=53) (%)

Masculino 32 60, 38Y%
Sexo

Femenino 21 39, 62%

1426 afos 2 3%
Edad 259 afos 21 40 %

>60 afos 30 57 %
Desenl ace Fall ecidos 21 40 %

Vi vos 32 60 %

Tipo de IAASExtra Il nstituc32 46 %

I ntra I nstituc38 54 %
Hospitalizaci -25 36%
Servicio ucl 38 54 %
UCI N 7 10%

8. 3. Extracci n de DNA gen- mico
El ang8lisis de calidad y pureza de | os ADN ger
Kl ebsiella mpeaealmonivaaed or es dentro de | os rang
establecidos: A260/ A280 entre 1,7 y 2,0, y A26(
resultados confirman | a ausencia de contamina
carbohidratosad WMa&!| i AD&Ngrdae verific: ajustando
concentraci-n final de 50 ng y realizando el ect
a @l tios durante 40 minutos. Las bandas obteni
de contaminaci - n, fragmentaci-n ni degradaci -n
fluorometr2za asegur - gue | as concentraciones
castrucci-n de |l as | ibBgr2z2as gen-micas (Figura
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4 . Li brer2as gen-micas Yy secu
8. 4. 1. Pl ataforma |11l umina
Se generaron | ibrer2as gen-micas empl eando
'l umina Mi Seq, obteniendo una concentraci

promedio de fragmentos de 693 pares de base
adecuadas palfiazaai nmran una concentraci-n de

proceso de secuenciaci-n (ver Anexo 5).

8. 4. IM®It.ri cas de calidad de | a secuce

Los par8metros de <calidad obtenidos durant
generaci-n de datos de alta calidad y confi
establecidos para |l a plataforma Il lumina M

m®t r i casasf wsargaun elnt es:

A Puntaje de calidad Q30:

E |l val or promedio de Q30 fue del 74, 3 %, con
puntaje asegura una tasa de error de 1 en 1(

de bases del 99, 9 %, l o que confirma | a alta

A Rango de clusterizaci-n (Density):
Se alcanz- un -1r4a0n0g ok /drem,1 2c000n un promedi o de
indica una densidad de clusterizaci -n - ptirt
define tanto |l a cantidad como | a calidad de
A Cantidad de | ecturas (Reads):
Por muestr a, se oOobtuvo wun promedio de 1.8
considerando un tamafoKpr opmedin® 6d @ eddmpd myg d
l ongitud de | ectura est8ndar (150 bp), repr

50X para todos | os genomas obtenidos.



8. 4. 2. Pl ataforma Oxford Nanopore
Se seleccionaron 2 muestras de DNA gen- - mico

|l a plataforma Oxford Nanopore, un enfoque ¢
'l umina, que permite obtener | ecturas | arg
del pr ocyeesrooni nlca upr eparaci -n del DNA y |l a v
celda de flujo, garantizando condiciones -p

8. 4. 2Culantifided ®NAenNn | aset apdaes

preparaci -n
A Cuantificaci-n tras |l a indexaci - n:
Luego de |l a asignaci-n de c¢c-digos de barras
l a cuanti ficaci-n del pool de ADN, obteni ®n
35 OL, l o que equivale a un total de 2914
|l i gerameretbaj pode | a cantidad ideal recomend
en 35 OL; &es decir, 010 ng/OL), se decidi
encontrarse dentro de un rango funcional ac
adaptador es. Estaddecosi la seamti ficaci - -n f

adaptador es.

A Cuantificaci-n final tras |l a adici-n de
Despu®s de Il a incorporaci- -n de | aAMielz)c,| al ade
cuantificaci-n final fue de 6,5 higl/ Glg/eGL 15
en 15 OLi5ppdmal 5. Este paso asegur - Il a pre
correctcaii-mteromm | os poros de | a celda de f

8.4.2. 2. Veri ficaci-n de | a cel da d

real

Previo a | a secuenciaci - n, se eval u- | a cal
1300 por os di sponi bl es. Este val or es i ndi
capacidad para generar | ecturas confiabl es.
par8meeradsesempefo utilizando el sof t war e Mi
8.5. Caracter2sticas y evalwuaci
Tras compl etar |l a secuenci a&i ebsidell | ag.e mrmsanamocnoi
procedi - al recorte de adaptadores y al filtrai

p o



herramienta Tri mmomati c. Este proceso per miti
necesaria para el ensamblaje de novo de | os gel
t ama9y osmedre dke 21, 33, 55, 77, 99 vy 127, s eqg¥n
par&@tueas pareadas | argas de I 11l umina, sel ecci
en m®tricas de calidad como el nYsumer o de cont i (
La evalwuaci-n con QUAST revel:- ensambl ajes con
pb, una profundidad promedio de 94X, nY¥smer o de
y 5.230.949, y valores de L50 entre 1 gnt3ds (ver
con estudios previos que r epoK.t agmn d wmmtfiose 5,2 e
y 6,0 Megabases, con variaciones atribuibles
el ementos gen®ticos m-viles como pl 88smidos ( Ch
ElI contenido de G/ C oscil- entre 57,01% vy 57, 8°
el NCBI para este microorganismo. Genoma de ref
contenido de G/ C de 57,2% (National Cen})er for
Los 2 genomas secuenciados mediante |11l umina \
Unicycl er, mostraron un menor n¥%¥mero de contig
3.003.035 vy 5.230.949) en comparaci-n con | os
| ecatsurde I I Il umina (n¥mero de contigs m8s bajo:
una mayor integridad y calidad gen-mica (ver A
ser una estrategia superior frente almlhiismarexcl
|l as fortalezas de ambas tecnolog?2as. Las | ect
problem8ticas para |l as | ecturas cortas, como
repetitivas, que suelen causar fragmentaci- -n e
Los 70 aislamientos f ukelreonsi edn fai nmpeaakduansotne o a
di stribuci-mebassadaneerf aki |l it- wuna identificaci
especie a partir de | as secuencias gen-micas ¢
fundament - en una arquitect ureac cdieo nraeld nael ucraonnzaal n
precisi-n de 0,99455 N 0,00281(ver Anexo 8) (Lt
En promedi o, en cada genoma se anotaron 5.391
codi ficantes (CDS). Adem8s, se identificaron af
con un rango entre 51 y 87 tRNAs, y un promedi o
2 y 11 rRNAs (ver Anexo 7). Estos hallazgos s

pn
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valores similares de genes predichos

An8lisis de | os Factores d

| §smi dos

8. 6. 1. Presencia de genes de v
Cromosoma bacteriano

identificaron m¥%l tipl es genes asociados e

cromos -

mi cos de Klasb i0e Iclegp s noedtuenmoi neinatee s de ai sl

cl 2ni cos.

codi fican

Entre | os genes relacionados con | a

para | a fimbria tYepos.ilnHsapiembfi a amepo

genes defi,mperspponsabl es de | a codificaci-n de
el 100% (n=70) de |l as <cepas analizadas,k mien
encargados de codificar | a fimbria tipo 3, est
muestras. En el c&eosdedapadtierni ptoi d & die ciert e
capacidad de colonizaci - n, se identific:- en el
En relaci-n con |l os sistemas de-ls,ecH6&CcSYy - M6 SEh&bkI
se detectaron en el 100% (n=70) de | as cepas,
mi entras que -l T6ESt emBAoSiCaadiocmase cdkenti fic- e
(n=8) de |l as -€6ephrs (Figura 8

Seg¥%n estudios previos, mE&E eldei el8l0& cpbrae Uf mhEnai naee
genes relacionados con |l as fimbrias tipo 1 y t
adhesi -n bacteriana y formaci-n de biopel 2cul
virulencia importantes en | a co200inli)z.acEn- neldeplr el
estudio, el 97% de | as cepas analizadas present
fimbrias, | o que sugiere una alta capacidad pot
caracter?sticas fenot?2picamuldt $ered athentest obagepe
mayor2?a de | as cepas podr2?a estar relacionada
frente a aquellas que portan solo uno de | os d¢
Sin embargo, a pesar de | a alta prevalencia de
detectaron variaciones significativas en <ciert

pp



como KpOO1, Kp016, Kp023, Kp024 y KmikH ume o0b
regul ador transcripcional de p-&EMBIi grutee cheallt r aba
expresi-n de las fimbrias tipo 3 (Johnson et
comprometer | a formaci -n de Dbiopel?2culiadaen es
de adherencia y persistencia (Struve et al ., 2
Particularmente destacable es el caso de | os a
por completo de genes relacionados con | as fir
reducci-n significativa en su capaci dacd rpsaer a f
en una menor virulencia y adaptaci-n a entor
bi opel 2culas no solo proporciona un refugio f 2:¢
tambi ®n fomenta | a transferencia hociadosatode
|l a resistencia a antibi-ticos (Gao et al ., 20 2
Por otro | ado, |l os aislamientos KpO0O02, Kp039
genésmbi mHambos asociados con | a biog@®&nensDh s de
participa en el ensamblaje y transporte de | a
membrana externaf,i thbh @¢inftiras wma adhesina esenci
superficies con residuos de manosa (Sarshar et
durante | a colonizaci-n inicial del he®d mesd . N
fimbrias tipo 1 puede desencadenar respuestas |
bacteriana. En otros esKudposumparida@dea maecwslcarn t e
expresi-n mediante mecani smos epigen®ffii gnés , co
permitiendo transiciones entre esteatdoasl .f,i md0O0O &
Aunque en este estudio no fue posible confirm
mecani smo de inversi-n, esta podr2a representa
|l a ausencia pafrionbaslerdaldaoper est os ai sl amientos
La identificaci-n de genes asociadoXlebsi ebbkap
pneumomcioamstituye un hall azgo rel evante dentro
virulencia. Aungque estos pildi han sido m8s ampl
Yer s,i ndea sabe que cumplen funciones clave en | a
a superficies, formaci-n de biopel2culas y tra
favorecer | a colonizaci-n y perbkysatenhcianad.en260
el presente estudio, se detectaron principal me
pertenecientes a | os grupos clonales 13/ 14 vy 6

pC



sobre el ST1082 es | imitada, SuUu asociaci-n con

adaptativo que podr2a potenciar su capacidad de

|l a presencia de pild@ tipo IV en esmpetitnapeen
l a interacci-n con el entorno hospitalario, col
En continuidad con | os determinant elsu ®ed eact,i osnea ¢
identific- |l a presencia de genes asociados con
el 100% (n=70) de | os aislamientoselantt &3 aemws.
pneumocéaempefa un papel i mportante en | a comp
celular (Merciecca et al., 2022).

La identificaci-n de genes asociados al sistem
ai sl ami eklteolss ided | a spungeiuemroeni aee est e mecani smo
herramienta bacteriana <c¢lave para su supervi v
competitivos, como el tracto gastrointestinal
2018) . Este hall azgbigaotuoaedaprceni aavgue posi
un el emento esenci al en | a competenci g aeretlre p.
en |l a interacci-n con c¢c®lulas hu®sped y en | a
de manera significativa a |l a colonizaci-n exit
et al., 2019; Russell et al., 2014).

De acuerdo cokl dmsileltlea pppreddlampmoirde@ar entre cero
del sistema de secreci-n tipo VI (T6SS), indepe
de |l os aislamientos (Merciecca et al ., 2022) .
grupos-l T6FIBISSy -ITT6lS&SuWal coincide con reportes pr
y distribuci-n de estos | oci (Merciecca et al
var2a entre aislamientos, madilejaandbes egeme did xc
cada uno de sus grupos (Storey et al ., 2020) .
sobre 65 cepas cl2?nicas evidenci- que todas al

di ferencias estructural esndendeld <¢ommodgiecisemr uegda,|
al ., 2024).

Un patr-n similar se observ: einmpedHsniped c aylN8 | i s i S
vasA/j mp&rrespondiendés dluegoumpodE®SESfi cados er
ST236 (grupo clonal 12), |l o que sugiere una pos

dentro de dicho |Iinaje. Asimismo, | a Ipaeapsasnci a

pPT



del ST14 (grupos clonales 13 y 14) podrza indi
entornos hospitalarios, favoreciendo su capaci
interacci-n con el hu®sped (Hsieh et al., 2018
Por otra palrg\tamrdi &r nasoelcli,adsoe ade tTeb6cStS: en el 1
| os ai sl amientos. Este gen codi fica una ATPaes
funcionamiento del si st ema, al facilitar l a t
permiten a | aibacberobaraeempsepecies y sobrevivir
et al., 2014). Su presencia ubicua en | os ai sl
como componente 4érKenaglnedignom® G o0 s ichiloense si nepnl iscue
capacidad de adaptaci-n y virulencia (Barbosa
Estudios previos han indicado que | as variacio
(T6SSKI elmsi el | a ppureediermo niinafel ui r en su adaptaci -n
su capacidad patog®nica (Struve & Krogfelt, 20
genes asociados co#d lyosl6sbiSs tseengasn Tl6aS Sc | asi fi cac
dat os VFDB.t eNo loab sntoame ncl atura var2a entre estu
(2020) describen tres l oci (1, sllgeyesl | ¢¢é&nt rdaol
conservados, mientras que |l os loci I 'y 111 ©pre
gemgrGadem8s de una mayor diversidad de efecto
variabilidad coincide con nuestros hall azgos,

gen®tica del T6SS entre | os aislamientos. En ¢
diversidad gen®t KcapapumbmilshiSS| edneent e asoci ada
frecuentes de recombinacliasti tbdgdegeaontmrchuye:
en diversos entornos (Wyres et al., 2015).

Por otro | ado, |l os genes relacionados con el S
SCIl, descritos Bgdlgd miad mieanetieo heini dent i fi cados en
algunos aislkKamigpmée¢ wmoAdieague estos genes no se
secuenci as pl asm2dicas, s u similitud con el em
sugiere un posible origen por transferencia ho
existencia de wuna axlongprgeneispetuesi dasmaégati
entorno hospitalario (Zhou et al ., 2020).

py
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Adem8s de | os genes asociados con | a adherenci e
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presencia de otros factores c¢clave de virule
psul a, l a regulaci-n vy -6a2pbsorci-n de hierr
presente an8lisis reve=sl7-0)q ueo seel2 aln0 Og% ndees |aasso
c8psula, | ad’AcboBrds sdes tefmaBseAB edulO8ci5%n ( n=¢
esentaban genes relacionados con | a resisten
PS) . Estudios previos han destacado | a c8psul
ra |l a colonizaci-n de muco<€fag ay deletdeadar, r I0I0
ctores est 8n presentes en KI @b smaeylohne naipanc e | a
sempefan un papel cruci al en | a evasi-n del

gocitosis en el caso de | a c8psul a, mi entr a
cteriana frente a | a |isis mediadhaanporetelalc o
20) . Ambos factores se encuentran tanto en

muni dad como en cepas ¢l 8sicas asociadas a |

r otro | ado, | a det eAccaiBn Idae It ostiasltiednead ddee elfad s
alizados coincide con estudios previos que |
ave de resistencia antimicrobiana, sino tamt
di spenkladoh i eInl a (fLrmeny moMyirees, Judd, et al ., 2|
cuanto a | os geRcessABde os efolramain- npart e del

transmisi -Rhcsde |l f cuufadr oact Yuaa como un regul ado
psul ar en enterobacterias y se activa en re
mbrana (Xu et al ., 2024) . Estudios previos
psula est§ i ntuem@r acdobampd eerjtar or eddle r egul adora qu
gul adores y sefales ambientales. Adem§s, I a
psula est8n conservados en el genoma central
n | os hallazgows dendestfeuersadanudidenti ficados

cteriano en |l a totalidad de | os asil amientos

manera i nteresant e, se identific- gue el ai
. 4 %) conten?2a wun gen a\Wiolgriiandentco@as| gued8ps$ulad
042, ST244 (cl %ster cl onal 16) (1.4%) present
terocodEsusxe hall azgo es i nusual y sugiere p

rizont al de genes, |l os cuales podr2an influir

deKl ebsi el |l a apmddudmareingees nichos 206&abB)gicos ( Wal
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cuanto a | os genes asociados cmr69))a deagdtoasc
sl amientos po,t Araedbsapmored algleen de codi ficar una p
robactina que facilita su captaci-n a trav®s
21). Adem§s, todos | os aislamientos conten?2an
ai sl ami @83 ®0 Kpdal2hst er clonal 22) (1.4%), que
p A

g¥%n |l a |literatur a, |l os genes necesarios par a
gemfipocal i zado en el cCromosoma, mi entras g1l
di fi cadof @oemAEmRI|Ic gretnr ast e, |l a aerobactina est:!
0S 2 nituecsABSCD s u r eicuetpA loo s cual es general ment e

gani zados en un cl|l Yaster dentro de pl 8smidos ¢

enterobactina posee una estructura qu2mica
e Il e confiere una mayor afinidad por el hi el
nvirti®ndol a en un sistema de adquirsiibcuii-dno de
nto en cepas cl 8sicas como en cepas hipervir
esa en m8s del 90% de | as cepas hipervirul
resencia es |limitada a aproxi mddameamtld awrg o

S5 O

ciden con |l os resultados obtenidos en este

tuvo presentne6en ae&é¢ 19@s 5&i ¢1 ami ent os anali zac

n embar go, en el upAhesendteente dti caidom, a ni vel C
yor2a de | os aislamientos analizados. Aunqgu
esencia de el ementos gen®ticos m-viles adyac
ento previo de i ntamgrpacionresmedinddcagrmnrest o i s
mo ha sido descrito en |l a I|iteratura. Di chos
di vi duailetsA c®lmocr omos oma, sin requercraneces

mpl eta del oper-n de |l a aerobactina (Sydow et
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Este hallazgo sugiere que estas bacterias podr

por otras bacterias en su entorno, | asl ecwuAl es ¢
Esta estrategia |l es permitir2za adquirir hierr.
bi os2ntesi s, l o que podr2a <conferirles una Vv
competencia por este met al esenci al es el evada
similar se observa en | a cdpg Adwe qreied ma@anbbta® gqp o
podr2?a depender de | a enterobactina ex-gena pa
(Kumar et al ., 2024).

El an8lisis de genes relacionados con | a sal mo

cepas analizadas iarloble,egtabas gquegeh 97% (n=68)
i roESin embargo, solo una cepa, Kp041l (1.4%), p
con | a presenciia ofi, mufrooBhe acdel correspond?a a
ST23 (cl Y%ster clonal 2).

Al i guialtesubka aer bbaecdt ilnaa ent er obiarcaM diaf i ed gle
receptor de membrana externa para | a sal moquel.
l a enterobactina. Este gen seSalamdrelnltayf e ctae o]
Escherichdiandelsuel e | ocalizarse en pl 8smidos d
EnKl ebsiell a, ppaumoesanacia podr2a responder a u
parirauyAepAsugiriendo que al giummdi aeapas tadqsifrei e

horizontal de genes y que podr2an depender de
de hierro (Sydow et al ., 2024).

Adicional ment e, | ai rpoEegleenc c adidfeilcagemna ester a
desempefa un papel clave en | a modificaci-n de
sal moquelina. Su funci-n principal es hidroliz
hierro), convirti®mdolloisnean , udna auter ufcaai | it a
utilizaci-n en condiciones de | imitaci-n de hie

deteccireBddacterias pat- -genas es depeaante,yy

supervivencia en entornos con disponibilidad r

El hall azgo de wuna cepaoEopaiirecobNprertfeinlecgem®ei al
(cl Y%ster <cl onal 2), es consistente con estudi o
factores de hipervirulencia. Se ha documentado
de virulenci a cC 0omo aerobactonariybuya@l neogaal ifne

hi pervirulento (Shankar et al ., 2020). La sal mc



ha experimentado | a adici-n de mol ®cul as de g

modi ficaci-n evita su neutr-alilzaai2)n pora pamot
sistema inmunol - -gico del hu®sped encargada de
dsponi bilidad de hierro para | as bacterias pat -

Por otro | ado, s e olhseI )V - dguéasel cdpad %pdgrtab

yersiniabactina, principal mente en | os secuen
(cl Yaster cl onal 18 y 19) y ST255n82fJctbt@eatenzal ge
relacionados con el transkhsoaheer idoah idhater a ©®/ quaer gwamn

(n=3) presentaba genes asociados cSohni geell Itar anspor

La presencia de geneXlé&dsyel $ ianhipa Bsa cdiooin naamepel ni a me

documentada en diversos estudios, en | os que s
relacionada con |l a incorporaci-n de el ementos
di seminaci-n de factores dajeXKrudlpeanrraifed ad ratereg d
al ., 2023).

Se identificaron genes relacionados con el si s
caracter Estciheo i démaelcol2i, 9% (n=2) de |l os ai sl
Asi mi smo, se detectaron genes asoci §dos oanol &l c .

si st®imtzeescr iStha gen | aespel 4, 3% (n=3) Kleehsoiselaias|
pneumonikBet os hallazgos sugieren eventos de t1
(Fisher et al ., 20009; Mey et al ., 30 plue.dedeg¥
presentar vent aj as adaptativas en ambient es (
permitiendo una <captaci-n m8s eficiente de hi
mecani smos similares ha sido documentada en di"
|l a plasticidad gen®tica y | a capacidad de adapt
2021) .

Final ment e, se evaluaron otros genes |l ocali zad:«
est 8n asociados con otr&sebatebl aspdaguinoeh)iBhenc
Entre estos, se identificaron genes relacionac
toxina genot - - xi ca, as? como genes involucrados
de nitr-geno. Tambi ®n se detecttambmidétempmievam

descriSalsmemel | ai sppug ensbyfs,t,bskagal asd cdesempefan
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papel clave en | a adhesi-n bacteriana. Adicion

m
> o O

el transported deumagnesiema( MMgpknci al para | e

irul eBal morael ] aaspPpcomo genes asociados con |

oducci -n de wureasa, mecani smos que facilitan
mo | os dEekrcobaceerntsrpep otr os.

ntre | os hall azgos ms§ s relevant es, se i denti:
alizados portaban genes de colibactina, | o

cuenciotipos ST23 y ST258, un hallazgo que ¢

| aacdioon est a capacidad metab-Ilica Kloenbsicepla
eumophClheu et al ., 2004) . La capacidad de met
tr-geno sugi er e una adaptaci - -n que podr 2 a
mpetitiva especgtbdicos del hu®sped.

r otro | ado, el 11.4% (n=8) de |l os ai sl am
cuenciotipo ST236, en | os cuales se detectar
e previament Sati msnaneildaasasdpgpu.i si ci -n de estos d

hesi -Knh poreumoniréde@ deberse a eventos de tran

nes, l 0o que sugiere que estos aislamientos h
vorecen su capacidad de colonizaci - -n y for mac
, 2012).

8. 6. 2. Presencia de genes de viru

Pl §s mi dos

el ans8lisis de Kloesb s7i0e lali as,| paare veimd eonst Bdfei car on
pl 8smidos en 64 aislamientos (91. 4%) . De es

nes asociados con factores de virulenci a.

tre Il os principales factores de virulencia d

aislamientos KpO0O0O2, Kp039 y KpO50 al bergaban

pl 8smi dos, mientras que Kp002 tambi ®n -p.rde)s.ent at

Dado que Kp039 y Kp0O50 carec2an de genes compl e

igual que Kp002 que adicional mente present al
po 3, estos hallazgos sugieren que slaa &daqui
p®r di da de estos determinantes, permiti ®ndol es

colonizaci-n a trav®s de el ementos gen®ticos m-



similar se observ- en el ai sl amiento Kpl26, el

el gen que <codifica el erpgAcepnicerntde se mtuer oehna cg 1
al bergaba todos | o0os genes necesarios para |l a s°*
En relaci-n con | os genes asociados a |l a adqui s
Kpl26 tambi ®n present- genes involucrados en |
al i gual gue Kpl104 y KpO0O41. Est e Ylltai rha,t edalt us
est8§8 ampliamente asociado con hipervirulenci a,
en | a pat okg.®npense lsgnodseua ot enci al para causar inf

T. Liu & Su, 2019).

La detecci-n de genes relacionados con | a s2nt

Kp041 (ST23) y en algunos aislamientos del ST2

pl asm2dicas, constituye un hallazgo reslcevamnte.
en |l a I|iteratura, donde se ha reportado que c
al bergar el ementos gen®ticos m-viles, como | os
(I CEs), que incluyen genes par a -Sielrwa ndtabalc.t,i nz
Asi mi smo, se ha documentado que aproxi madamen
contienen | CEsyfobon oelqgugeemmsatgiippr e una posible co
(Chen et al ., 2014).

Aungue en este estudi o no se caracteriz- estruc
integrativos compl et os, la | ocalizaci -n de | o
plasm2dicas respalda | a hip-tesis de .unesstadqui

mecani smo podr 2 a conferir ventaj as adaptati ve

persistencia y capacidad de causar infecciones
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Final ment e, en | a evaluaci-n de | os genes aso:
colibactina en pl 8smidos, estos mostraron un c

cromos:- mi coe6.(5Fi.gur a 8

Varios aislamientos presentaron genes compl em
sistema de selcor ekEh -mnelugnsosSeeada i dentificado |
m¥%l tiples | oci gue codifican componentes del T
| ocalizados en pl 88smidos (Storey et al ., 2020)
Kp078, todos pertenecinenngteense sald eS Tc209 8 ,b acca n tnean 2ean
Teniendo en cuenta que el secuenciotipo ST258
muil tresistentes, esta combinaci-n de resistenc
una preocupaci-n significativa para |l a salud p
infecciones m8s severas y son m8s difzcobéande
(Chen et al ., 2014).

De acuerdo con | os resultados, se Observ:- una
| ocali zados en secuenci as pl asm2dicas, part.

sider - -foros como aerobactina y yersiniabactin

col imactbeg®n |l a | iteratura, estos factores s
horizontal mediada por pl88smidos, y est8n frect
deKl ebsi el |l a (pthoeluumoeti a&l . |, 2015 ; L am, Wyr es, J

Bachman, 2018).

Adem8s, se identificaron genes que codifican s
otros g®ner os bacterianos, l o que refuerza |
intercambio gen®tico en entornos hospitdl ari os
sistema de secrlecnm/}Dott apact ¥eB? st nec@ ale ai sl ami
Kp039, y del sivdi, emha mt il pg ol MAe gp mereé htae,p@eenu mo p h
|l os aislamientos Kpll5 y Kpl1l6. Estos hallazgo
virulencia heter-logos a trav®s de eventos de

favorecidos por | as condiciones del entorno cl

c®
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Figura 8-6.5: Presencia y ausencia de otros genes
de virulencia en plasmidos
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8. 6. 3. |l denti ficaci-n de cepas cl

Di stinguir entre | os aislamientos hKlpeebrsviierlullae
pneumoes afftundament al para |l a vigilancia epi demi
estudios han empleado distintas metodol og?2as g
eval uaci - n de cinco bi omarcador es genot2picos

di agn-lsasacha en su presencia o0 ausenciaoBEsto

(sal moc healciAmarn ob arcmp ywramp A2r egul adores de | a pr
mucowvdssi dadifAwl i bactina) .clHnk ewttiel ies-tpeafidali, ugar
(transportador putativo), ya que este ¥l timo n
ampliamente reconocido en | a base de datos VF
Kl ebsiell a (Ruswsmoritaeal ., 2024) .

Estos genes, transmitidos principal mente por

ausentes en algunos aislamientos debido a | a
el ementos gen®ticos, |l o que podr2za afectar el

Se ha demostrado que | a detecci-n de al menos t
sensibilidad vy especi ficidad para |l a identifi

i mportante dest aicuatriArgpubdee dleons egsetnaers | ocabimaados e

por | o qgue no son adecuados para diferenciar h
deben considerarse aquellos identificados a ni:
En este estudi o, s e eval u- | a presenci a de €
ai sl ami eKt ospndaniolmibdGs) . 8 Se g ¥n | os resultados
ai sl amientos, Kp041, Kpl104 vy Kpl26, cumplieron
de | os cinco biomarcadores analizados, por | o
ai sl amientos hiopserlvalrlud zqqasscoiEsdi den con 1| a |
ai slamientos pertenecen a | os secuenciotipos S-

cuahas sido previamente asociados con hvKp (Ya

Adi ci onal ment e, |l os tres aislamientos fueron r ¢

coherente con estudios previos gquwwe hpanre udnmanu mer

hi pervirulenta (hvKp) para provocar infeccion
incluyendo el tracto urinario (Russo & Marr, 20
presentaba insuficiencia renal, | ongoei pbedcéan-



por este aislamiento, aunque no se puede establ

en | os datos disponi bl es.

Es i mportante destacar que, aunque el fenotipo
cl 8sicamente con | a hipervirmpempgA 2an inmreglu raad ad e ol
70 aislamientos analizados present- estos det el
el proceso de extracci - -n de ADN, al gunos ai s
mucoviscosa &evident e, |l o que sugiertad vioa egxiest
podr2an estar contribuyendo a este fenotipo. U
tdos | os ai sl amientos, del sistema regul ador Rc
opercp/s responsable de | a bios2ntesis de | a c8ps
l a producci-n de mucompédaadc teura nadws ecroarioa udche r e g u |
de |l a s2ntesis capsular (Su et al., 2018).
Estos hall azgos i ndican gue | a hipervirulenci
exclusivamente de | os genes tradicionales de r
potencial mente influenciados por otros deter mi
sied - foros (aerobactina, yersiniabactina) vy | a

asociado con fenotipos hipervirulentos (Lam, W

Tabl-@aCBasi ficaciKlimbRdtedtliappsneumoni ae

Ai sl amjirdqiuclcl br mp|{r mpAResul {Pat ot
Kpoo1 |0 |0 0 0 0 0 cKp
Kpoo02 |0 |0 0 0 0 0 cKp
Kp004 |O 0 0 0 0 0 cKp
Kpo005 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kpoo6 [0 |0 0 0 0 0 cKp
Kp007 |O 0 0 0 0 0 cKp
Kpoo08 [0 |0 0 0 0 0 cKp
Kp0o09 |0 |0 0 0 0 0 cKp
Kpo01l2 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kp01l4 0 0 0 0 0 0 c Kp
Kp015 0 0 0 0 0 0 cKp
Kpo16 |0 |0 0 0 0 0 cKp
Kpo017 0 0 0 0 0 0 c Kp
Kpo18 [0 |0 0 0 0 0 cKp




Kpo19 |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo22 |o |o |o |o 0 0 K p
Kpo23 |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo24 |0 |o |o |o 0 0 K p
Kpo25 |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo26 |0 |0 |o |o 0 0 Kp
Kpo27 |o |o |o |o 0 0 K p
Kpo28 |0 |o |o |o 0 0 K p
Kpo3o |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo31 |0 [0 |o |o 0 0 K p
Kp0o32 |0 |0 |o |o 0 0 Kp
Kp0o33 |0 [0 |o |o 0 0 Kp
Kpo34 |0 |0 |o |o 0 0 Kp
Kp0o3s5 |0 |0 |o |o 0 0 Kp
Kp0o36 |0 |0 |o |o 0 0 Kp
Kpo37 |0 |0 |o |o 0 0 Kp
Kp03o9 |0 [0 |o |o 0 0 Kp
Kpo41 |1 |1 |1 |o 0 3 vKp
Kpo42 |0 |0 |o |o 0 0 Kp
Kpo4s8 |0 |0 |1 |0 0 1 K p
Kpos50 |0 [0 |o |o 0 0 K p
Kpos52 |0 |0 |1 |o 0 1 K p
Kp0os53 |0 |0 |1 |o 0 1 K p
Kpo60o |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo61 |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo62 |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo65 |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo66 |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpo72 |0 |o |o |o 0 0 K p
Kpo78 |0 |0 |1 |o 0 1 K p
Kpo79 |0 |o |o |o 0 0 Kp
Kposo |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpos2 |o |o |1 |o 0 1 K p
Kpos8o |0 |0 |o |o 0 0 K p
Kpoo91l |0 |o |o |o 0 0 K p
Kpo96 |0 |0 |o |o 0 0 Kp




Kp101 [0 |0 0 0 0 0 cKp
Kp103 [0 |0 0 0 0 0 cKp
Kpl04 |1 1 1 0 0 3 hvKp
Kpl105 0 0 0 0 0 0 c Kp
Kpl108 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kp109 |0 |0 0 0 0 0 cKp
Kp111 |0 |0 0 0 0 0 cKp
Kpl1l2 0 0 0 0 0 0 c Kp
Kpll4 0 0 0 0 0 0 c Kp
Kpl1l5 0 0 0 0 0 0 c Kp
Kpl1i6 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kpl117 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kp119 0 0 1 0 0 1 c Kp
Kpl20 |0 0 1 0 0 1 cKp
Kpl21 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kpl122 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kpl23 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kpl25 |0 0 0 0 0 0 cKp
Kp126 |1 1 1 0 0 3 hvKp
Kp130 [0 |0 0 0 0 0 cKp

8. 7. Tipificaci-n por MLST

En el ang8lisis de Kbeb3Delali a|] pmmeemadewmaa €i car on
tipos de secuenci a$T)( Seeqduieanrnctee Ttyippisf i caci - n mol
el m&s frecuent e, representando el 43% (n=30)

destacados incluyen ST236n=71)1%;y nu=n8a) ,diSsTt2r5 8b u(cli
otros tipos como ST11, ST14, ST156 3, ST23 vy ST.

dentro de | aK.p opbnleauceain-nne bhdeee st ud&i)o ( Fi gur a 8

La diversidad gen®tica observada, con un predo
epidemiol -gica emergente en el hospital, di fer
como el ST258. La informaci-n disponidd.e inn | a
embar go, en un estudio reciente realizado en B

|l os 65 ai sl|Kdmibesntedd adigdneenutmofniicaaed os correspond?



estas presentaban resistenci-Rar aad al oest caalr.b,a p2eOn24r

resulta particularmente |l amativo y podr2a ref
del entorno hospitalario. Este patr.-n sugiere
capacidad de adaptaci-n o persistencia en cond]
ElI ST258 es reconocido global mente como un cl on
con resistencia a carbapen®mi cos, e sKpleechisailenhel nat
pneumomnaralkrapenepmp&ban et al ., 2014). ST258 fue r
Col ombia en 2006 |l uego de una propagaci - -n cl one
en este estudio su frecuencia fue menor, SuU pro
su implikbrnectien &@nociados a |l a atenci-n en salud

de mortalidad (Peirano et KL . pn2zohksi stantde s a
carbapen®mi cos se atribuye a clones epi d®mi cos
gen® imoviles, como pl 8§smidos y transposones (L
ST1082 y secuenciotipos de alto riesgo como ST2
de mantener una vigilancia epidemiol - -gica estr

de infecciones para |limitar su propagaci - -n en ¢

Distribucion de Secuencio Tipos (ST) en Aislamientos Kp

ST307
1%

513087
1%

571082 ST380 ST587
43% 1% 1%




Figur@A:Di8Bstribuci - -n de Secuencio Ti RKlosbs@i T)l a e

pneumoni ae

La identificaci-n de secuenci oKtépoiselllST)pnoewmmc
tambi ®1 subraya | a importancia de |l a vigilanci
propagaci -n de clones menos comuhes pero potenc

sido reportado en diversos estudios conymenor

ST11, no se considera un c¢clon hipervirulento o
indica |l a divekKsi pgacdugn@md®taiega ade manersa diardp Idiec a
monitorear su comportamiento epidemiol-gico p.

virulencia o r €ldizontaedrocied @¥r m212024) .

ElI ST11 es un clon de alto riesgo ampliamente d

con resistenci a a carbapen®mi cos y brotes h

documentado |l a aparici-n de variantes hi per vi
p otceinal patog®nico y complicando | as opciones t
ST11 es |l a principal Kcapsnae udmw sii mfeend ieorme s ap drap
y presenta una i mportante distribuci -ens emucnida al
en este estudio es | imitada, es significativa ¢
Por otro |l ado, aunque ST14 no es tan prevalent
infecciones asociadas en | a atenci-n en salud
bl act amasas de espectro extendido (BLEE), cont
ant i bi -ti ¢Toisz(a¥dan2dtd al ., 2024; Zhao et al ., 20
sugiere | a necesidad de una vigilancia conti nu:

ST307 es un c| oKnl eebnseiregl el nat @ureleethmo rciagpe ado at enci

su r8pida diseminaci-n y su asociaci-n con res
carbapen®mi cos. Estudios indican que ST307 com
de alto riesgo, facil i ormamdo hospprtapagaois- f Pem r
Los aislamientos restantes incluyen una varied
con menor frecuenci a, destac8&8ndose | a detecci
hall azgo sugiere | a presencia de wuna variante
evemcia una diversidad gen®tica mayor de | a e
Adems§s, podr2a sefalar |l a aparici-n de wun <clo
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i bl ement e asociado con caracter2sticas Yul

i mi cr obi-Rinzan g #a m&tl 2al ., 2024) .

el presente estudi oKl eshesiiedd mt dpéniesuencownsi nageiaas ot |
3. Este hall azgo es particul armente rel ev:
anizaci-n Mundi al de | a Salud (OMS) emi ti

l ami Kntebbsiede | a hdmpeumdmiudeenta (hvKp) ST23 po
bapenemasas (OPS/ OMS, 2024) . Hast a I a fec

umentado reportes previos de este secuenci ot

di versidad de STs observada evidencia | a ¢
bsiell aemnedmdmisgpa t al , l o que favorece | a t
resistencia y VvirKul gegmeiugnanlhaaaedagudciidadg de ser
resistenci a y virulencia tiene i mplicaci c
demi ol - gi co, ya que | os diferentes <clones
ot2picos Ynicos que afemttars laaat & i cEasaboasa i @

|l azgos son consistentes con estudios previ

ecul ar para comprender l as din8micas de r ec
neiras et al., 2019).
8 . Di stribuci -n de Secuenci o

Cl onal es

an8lisis filogen®tico de | os genomas de | o
i morfismos de un solo nucle-tido (SNPs) ut
ntificar 26 clones diferentes8)le.n De saan erl chani
I i tklreald wuirel,| a pprneesuemotnai akena alta recombinaci
Il eva una notable variabilidad en su genoma
clones compl et ameRiatneo sd iestt ianlt.o, s 2(0Clu9asiec aBld b p €& s
umbral de O100 SNPs para definir grupos cl ol
debajo de este valor han sido asociadas

sistencia en entornos hospitalarios (Di Pil i

resultados obtenidos sugieren un comportam

denciando una diversidad gen®tica significa



previamente vinculados a infecciones asociada:

antimicrobiana (Wyres et al., 2015). La distrib
Types (ST) permiti - identificar patrcsomreasiapidde
ciertas cepas en el ambiente hospitalario y pos
(Lee et al., 2016) .

Uno de | os hall azgos m8s relevantes fue el g
i nicialmente en | a Unidad de Cuidados I ntensiv
hospitalizaci- -n y |l a Unidad de Cuidados I nterm

este clon en distintos servicios Yy momentos suc
|l o que subraya |l a importancia de reforzar | as
prevenir posi bles brotes hospital arieshdgcwoamr gas
segui miento epidemiol - -gico de precisi -n utilize

generaci - -n (NGS).

Adem8s, GC6 (ST1082) mostr:- estabilidad gen®ti
l o largo del tiempo (diciembre del 2019 a jul
present - variaciones significativas en Iseu geno
ai sl aron nBlsebdse edmamestras diferentes, al gunas

mi smo tiempo y otras en diferentes momentos (7

(sT1082), l o que sugiere una posible 2®dl6gni zac
Este hallazgo resalta | a necesidad de reali za
determinar si |l a persistencia de este clon est
antibi-tico, colonizaci-n c¢cr -nicaeo iddfeiccii®maeis:
Otro cl on de i nter ®s, GC1l2 (ST236) , fue det e
hospitalizaci - n y posteriormente en UCI N, I o
intrahospitalaria. Este tipo de disemiKaci - -n

pneumonieassepeci al mente para clones con potenci al
(vVvargas et al ., 2023).

Un hallazgo particularmente relevante fue | a de
Aunque no se observ:- diseminaci- -n entre servici
clon es preocupante debido a su dotlelsd stemdieci
(Ggl-yielzva et al ., 2024), vy al hecho de que ab¥n
de ST23 en Col ombi a.



Pacientes y Aislamientos

76 - Kpl26
80 - Kp130
73 - Kp123
71 - Kp121
67 - Kp117
72 - Kp122
70 - Kp120
69 - Kp119
75 - Kpl25
63 - Kp112
65 - Kplld
60 - Kp109
55 - Kpl04
59 - Kp108
62 - Kplll
56 - Kp105
66 | Kp116
66 | Kp115

- Kpl01
54 - Kp103
50 - Kp089
37 - Kp065
51 - Kp091

- Kp078
38| Kp072
38 | Kp066

42 - Kp079
48 - Kp096
43 | Kp082
43 - Kp080
30 - Kp050
25 - Kp042
28 - Kp048
31)- Kp053
31- Kp052
22 - Kp039
34 - Kp060
35 - Kp062
35 - Kp061

- Kp037
! Kp036
9} Kp035

18 - Kp034
18 - Kp033
18 - Kp032
17 | Kp031
17 | Kp030
16 | Kp028
16 | Kp027

Kp026
Kp025
Kp024
Kp023
Kp022
Kp016
Kp012
Kp008
Kp019
Kp018
Kp017
Kp015
Kp014

6 - Kp009
2 - Kp004
3 - Kp006
3 - Kp005
4 - Kp007

Kp002
1| kpoo1

24 - Kp041

Distribucién de Pacientes, Aislamientos, Sequence Types (ST) y Grupos Clonales (GC) (2019-2021)

Servicios de Aislamiento y Marcadores
HOSPITALIZACION

289, ucl

UCIN
® ST (Sequence Type)
V¥V GC (Grupo Clonal)

1082
i6|782
6
_1082
1082 gt
6
236
e
236
’ 1082
307 >
i
;335
!' 1¥65°
3
"13
\ A
,‘zs,.s ¢
12
1082
11
ol
',1082 0
1082V °
1082
13
1082
236 ) i )
"mz 5 Fi gu#iDi stribuci-n de
082 .
Vs 'z, Tiposy( Grupos el
2
ai sl ami Khtebsiella pn
o o o o N o o o N N N N o
& & & & & & & o ~ S o & &
& & & W N & & & <& W N & o

Fecha (2019-2021)



8. 9. | denti ficaci-n y an8lisis

El ang8lisis de | okl e/l0s iaeilsllaa mierdenuanmas nei daeel mapa de
basado en | os valores de Il dentidad Promedio de
clave sobre | a diversidad gen®tica y | as rela
estudi ados. Los valores deO0AAN|I cosciulnar onedeé mt rde

excluyendo a | os aislamientos Kp025, Kp041l, Kp.

a otro grupo clonal, que presentaron-99%al ores si
ElI an8lisis del mapa de calor permiti- identifi
1 se destac:- por ser un c¢clado independiente de

8§r bol filogen®tico realbi)zadbstpaordiifiTgdLle nE F iaugniar &

di versidad gen®tica significativa entre | os
i mplicaciones en |l a epidemiolog2a vy el control
como un <c¢lado distinto indica | a pregafesndicasd
gen®ticas Yanicas, que podr2an estar relacionad:
perfiles de resistencia antimicrobiana o adap
(Lam, Wyr es, Duch®°®ne, et al ., 2018) .

Dado el comportamiento diferenciado de | os ai
alineamiento BLASTN para identificar especies ¢

resul tados mostrar on una correspondencKa not a

pneumoni ae

A Kp123 vy Kp025: Presentaron una alta si
sc2279895 (GenBank: LR890209.1), con wun
respectivament e. Esta cepa ha sido repor
I ntensivos (UCI) en Auswbralcioan, rassdcsiteadea

antimicrobianos.

A Kp041: Mostr- wuna identidad del 100% c
CP132621.1), identificadca gQmrmeal ntcoomi apeat o
resistencia farmacol -gica adquirida.

A Kp125 y Kpl1l1: Presentaron un 99. 4%
respectivamente con la cepa ZJOU C1 (G
subespeciKe peeumoari aet eri zada por una

di ferenciada de reducci-n de nitrato y a



yn

Estos hall azgos destacan | a i mportanci a de I
comprender | a vari abi |l Kldaksiient rma e s mpeaoindintidaen d
di ferenciar grupos clonales con implicaciones
adaptaci n hospitalaria. La diversidad gen®ti c:
selectiva en el entorno hospigah@ri oos amqui ke
adaptaci-n a nichos ecol -gicos espec?2ficos ( Wyl
En este estudio, el an8lisis mediante |l dentida
agrupaciones principales claramente diferenci a
circul aci n predominante de <cepas estadhd eci da:
observ con el ST1082. La segunda, menos abu
recientemente i ntroduci dos, entr e | os cual es
caracter2sticas hipervirulentas.

Estos resultados podr2an estar reflejando | a
posi bl emente provenientes de regiones distinta
i ngresaron desde otros hospitales 0 regemnes (¢
centros de referencia nacional, como el hospita
de pacientes con mw tiples aislamientos que pr
el caso del paciente 18 con ST236c gl &BMilDBRI, - n ap
cepas no relacionadas, l o gue sugiere exposi (
bacterianos dentro del entorno cl2nico.

En este sentido, |l a alta diversidad gen®tica i
un nuevo grupo clonal no reportado previament e
fortalecer |l os sistemas de vigilaneimmar gemt ens ca

i ntroduci

dos

desde otras regiones.
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Concl usi ones

L a di stribuci -n de | os ai sl ami entkKolsebsesvied érac

pneumocndomei nfecciones sist®micas y dahgteactoc

subraya su papel en bacteriemias, destacando
graves y diseminadas. Asi mi s mo, su detecci - -n
i mportanci a como agent e etiol -gico de i nfec

ent or nosarhiossp.i t al

ElI an8lisis gen-mico de |l os 70 aislamientos ¢
como | os mecanismos de adhesi - -n (98 %; n=68),
n=70) y | as estrategias de captaci -n de hi
conserganadlba poblaci-n analizada, | o que refle
mecani smos en | aKpatpogaemioani dhaed de

A nivel cromos-mico se encontr - gue | os gen
si st emas de secreci - n (T6SS) , mecani smos art
capsul ar), bombas de eflujo y sider-foros bs§

esenci al dei ssmess nekec apat &g e npnce udngodn | dpeee est 8n

presentes en el 100% de |l os aislamientos.
De |l os 70 aislamientos analizados, 64 (91. 4%)
estos, 41 (64%) conten2an genes asociados con

l a s2ntesis de aerobactina (5. 7 %; N=43%; yer si

n=3), hallazgos que reflejan una mayor conser
a nivel cromos-mico en comparaci-n con | os
mecani smos de transferenci a horizont al en

patogenicidad.

Los grupos clonal es gue incluzan m¥l tipl es
conservaci-n de genes de virulencia, |l o que
estos | inajes.

Se detectaron variaciones puntuales en genes
particul arment-el ,enl oel cuTa6lSSpodr 2 a tener i mp |
espec?2ficas en ciertos |inajes como el ST14 vy



A Se identificaron 26 grupos clonales (GC), de

(ST1082) ( 43 %,; n=30) , mostrando wuna din8mic

di ferente a |l a de estudios previos donde el S
A El anglisis de distancia basada en SNPs propo

para |l a identificaci-n precisa de relaciones

A EI 4. 3% de |l os ai sl amient okl efbseredn a c Ipa = iufmic
hi pervirulentas, destac8ndose el aislamiento
previamente en Col ombi a, cuyas caracterzstica
hicieron que |l a OMS y OPS | o hayan consider ac
epecial seguimiento.

A Se evidenci- que |l os 70 aislamientos estaban
grupo mayoritario que incluy - |l os secuencio
(sT1082, ST236) , mi entras gue el segundo g
ai sl amientKpsd1KBpZ83) , Kpl1i1, Kp123 vy Kpl25, I
circulaci-n simult8nea de I|linajes establecid:t¢
con posibles implicaciones en |l a vigilancia e

A La vigilancia gen-mica debe enfocarse en | a ¢
y resistencia de | os microorganismos, con el
nuevas opciones terap®uticas; y control de in

10Recomendaci ones

Con base en |l os hallazgos y conclusiones de e
recomendaciones para fortalecer l a WKl gbbkaatl a,

pneumoen aent ornos hospitalarios y comunitari os:

A Il mplementar programas de vigilancia gen- mi

gen®tica y ekvlod buscii e Inl ad,ep npeeurmmoi ntiiaeen d o una d

temprana de | inajes emergentes con potenci a
A Mantener una vigilancia epidemiol-gica acti
gen®t iKc a pdhee umolna aceue facilitar2a el segui mi

virulencia y resistencia y permitir2za un co
y n



A Fortalecer |l as bases de datos | ocales para

nacional, gue per mitan comiar gome pwomi des
ai sl amientos gl obal es, facilitando el an§gl
evoluci - -n.

A Expandir el estudio a un mayor n¥smer o de cC ¢
m8&s instituciones hospitalari as, con el fin

m8s robusto y representativo.

A Compl ement ar |l a caracterizaci-n gen®tica ¢
presencia de genes de virulencia y resiste
funcional . La prote-mica permitir2za identi

validar swn ilmpapattomg®nesi s y explorar nuevas

yp
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Anexos

Eor mat o de consentimiento informado

NACIONAL O e |

¥ potacaio

SAUDUN  WAEIOR

S8 ot RoeeTR CONSENTIMIENTO INFORMADO

Diagnéstico molecular de resistencia, virulencia y seguimiento epidemiolégico de
bacterias Gram negativas multirresistentes causantes de IAAS, basado en
secuenciacion de genoma completo (WGS) y datos soclodemograficos y clinicos

Investigador principal: PhD. Emiliano Barreto Hemdndez
Codigo:
Iniciales del paciente Cc.C.

INFORMACION PARA EL PACIENTE

Objetivo: realizar el diagnéstico molecular y el seguimiento epidemiolégico de la resistencia
y la virulencia de bacterias Gram negativas multimesistentes causantes de IAAS, a través
de la implementacién de una plataforma de secuenciacién de genoma completo.

Justificaciéon: mediante este formato se solicita su colaboraciéon para participar en una
investigacién que tiene como objetivo realizar el diagnédstico molecular y el seguimiento
epidemiolégico de la resistencia y la virulencia de bacterias Gram negativas
multirresistentes.

El estudio permitira conocer los patrones de resistencia y virulencia de los microorganismos
causantes de infecciones asociadas a la atencién en salud,

SU PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA Y NO AFECTARA SU
ATENCION MEDICA

Procedimientos del estudio: para este estudio no se realizarén procedimientos o toma de
muestras adicionales a las que su médico tratante ha ordenado. Los datos que queremos
generar seran obtenidos mediante estudios que se realizaran a la(s) bacteria(s) obtenida(s)
de los cultivos realizados durante la permanencia en esta institucion y de la informacion que
ummmmwmmalmoebm.bmlmdmmw.nmom

erd s ido intervencione: sivas o minimamente invasivas adicionales a las que

Su participacién inicia a partir de la firma del presente consentimiento informado, en donde
se autoriza el uso del microorganismo(s) aisiado(s) a partir de cultivo(s), durante los 36
meses previstos para |a realizacion del presente proyecto,

La(s) bacteria(s) obtenida(s) de cultivo(s) que sera(n) utilizada(s) en esta investigacion, se
conservard(n) y almacenara(n) en el cepario del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia por dos métodos: congelacién a -80°C y liofilizacion.

Beneficios
La en este estudio no tea ¥ o a futuro usted.
Confidencialidad

Solo el investigador principal y sus colaboradores sabrén que usted esta participando en el
estudio. Los registros que se hagan se haran identificandolo sélo con un codigo y no con el
nombre. En caso de publicacion de los resultados de este estudio, usted no serd identificado

COMITE O ENCA

par a
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S TT5T FoesTR AUOUN  WAETONAT
; CONSENTIMIENTO INFORMADO i coicasse

Contacto: preguntas, aclaraciones e informacion adicional

En caso de dudas, preguntas o requerir aclaraciones, consultar con Ménica Rocio Agullera
Lozano lider de Epidemiologia Area de Calidad, Corporaciéon SALUDUN- Hospital
Universitario Nacional, al teléfono 3904888 ext 12621 o al comreo electrénico:
menica.aguiiera@hun.edu.co.

CONSENTIMIENTO

Para la realizacién de este estudio, permito el acceso al personal médico autorizado del
Hospital Universitario Nacional de Colombia y a los investigadores de la Universidad
Nacional de Colombia, adscritos al proyecto de investigacion; a la recoleccion y analisis de
la(s) bacteria(s) aisladas a partir de cultivo(s) y a la informacidn clinica necesaria para el
cumplimiento de los objetivos de este proyecto de investigacion.

Autorizo informar los resultados clinicos de este estudio a las instituciones dientificas
designadas por los investigadores del proyecto y a las entidades que participen en esta
investigacion, para que los resultados se publiquen o se presentar en revistas de cientificas
y en congresos académicos, siempre y cuando s& conserve la absoluta confidencialidad de
mi nombre y datos personales.

Después de haber leido y entendido lo anterior, acepto voluntariamente participar en el
estudio, firmando este formulario de consentimiento informado.

ACEPTO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO: SI NO.

Iniciales ded pacients Firma del paciente y'o huella
Documento de identidad Fecha

Nombre del kestigo Firma y C.C. del testigo
Teldfono y dreccion Parentesco

Persona que dirige el consentimiento informaco FimayCC

COMTE DE ENCA




Anexo RBormato de seguimiento epidemiol

s ‘ ‘ FORMATO DE SEGUREBENTO EPIDEMIOLOGICD
« NACIONALI

INFORMACION PACIENTE

Codigo intemo del paciente
Nombres
Apellidos
Tipo de identificacion
N.° de Identificacion

Lesourne

biolbgi

e S0 sermingy
Fecha de nacimiento (DIVMAWAA)
Municipio de procedencia
Departamento de procedencia

DATOS ESTANCIA HOSPITALARIA

Fecha de ingreso al hospital (DOVMAVAA)

%zﬁ

Hospitalizacion previa (Ultimos 3 a 6 meses)

Institucion de remision
Ciudad

Fecha de remision (DOAMUAA]
Tiempo en el sitio de remision (dias)
Dispositivos reportados (Sitio de remision)

Antibioticoterapia (Durante 3 estancia en el sitio de remision)

S(L’

Uso de antimicrobianos a nivel intrahospitalano s%
Antitéotico Dosa Via 08 2ommistracon Anicio (DDMMMIAA) Finalizacion [DOMIWAA)
Pruebas/examenes de laboratorio
Examen raalizado Facha (DOMMEAL) Resultzoo

Reporie de IAAS

Fecha de reporte de IAAS:

Tipo de IAAS:
Datos adicionales

co

yy



S . FORMATO DE SEGUIMIENTO EPIDEMIOLOGICO
+ NACIONAL

| i e mbiens
T -
Procedimiento Fecha
Atibiotico Doss 08 aoministracion | mioio (DOMMAL) | Finalizacion (DD/MMAA)
Pruebas/examenes de laboratorio
Examen nealizaco Fach (DOMWAL) Reaustado
Datos adicionales

COMORBILIDADES : Indice de Charison

Marque con una X" |2 presencia de las siquientes comorbiidades

|_Infarto de miocardio (1 punto)
Insuficiencia cardiaca congestiva (1 punto)
Enfermedad vascular periférica (2 puntos)
Enfermedad cerebrovascular (1 punto)
Demencia (1 punto)

{1 punto)
Enfermedad tejido conectivo (1 punto)
Hepatopatia leve (1 punto)
| Ulcus péptico (1 punto)

DM sin afectacion organica (1 punto)
m = -

Hemiplejia (2 puntos)

IRC (2 puntos)

Tumor sin metastasis (2 puntos)

Leucemia (2 puntos)

Linfoma (2 puntes)

Enfermedad hepatica moderada severa

Tumor solido con metastasis (6 puntos)

SIDA (6 puntos)

Total:




28 FORMATO DE SEGUREENTO EPIDEMIOLOGICO

NIVERS

- A
+ NACIONALI

EVENTO

[ NS Evnto

N Cama o Sala

Focha de ingreso (DOAMNAA)

Diagnostico 08 Mgreso 3 86racio

Diapostivos Focha 0 colcacn DOAMNAL Fecha 0s retiro DOMINAZ)

Arnaones Cane a0 —-M MM,_

Tipe oe muestrs

il

iecpe

Qe

fecreciin de tee
Exato

LOVeI0 DS ahvesier
5 recues

LR

Piel y fejoos Dlassse

Ot —
LCusT _ASEERTQUEA

Zarpe -
Qme —
Secrecian de revge

Emato s
Levedo bence shedier s
£ tegues —

LR

Fiel y fejoas blasace
Ot

LCus?

Reports 02 LAAS

Datoa de sgreeo Ol servicio

Fecha de salida (DOMMIAL)
Motivo 02 egreac dad 2enaco




2 . o FORMATO DE SEGUBMIENTO EPIDEMIOLOGICO
« NACIONAI

PUNTUACION APACHE N DE INGRESO: solo pacientes UCI {primeras 24h)
Numero del evento
|_Temperatura (°C)
Pres. arterial media
Frecuencia Cardiaca
F 22 Respiraton
A3PO,(Fi0->50 %) 0 Pa0-{Fi0,<50 %)
_pH arterial o HCO,
| Na® sérico (mEgN)
K- sérico (mEg/)
Creatinina sérica
Hematocrito
|_Recuento de leucocitos
Edad en anos

Problemas cronicos de salud: Marque con una X

DESENLACE

Egreso —
Tipo de desenlace Difurito —_—
Retiro voluntanio:
Fecha del desenlace (DD/MIWAA) 1401/2020

COMENTARIOS ADICIONALES




Anexo Brotocolo de recolecci - n, transporte

en

el Laboratorio de Epidemiolog2a Mol

RECOLECCION, TRANSPORTE Y PROCESAMIENTO GENERAL DE
AISLAMIENTOS CLINICOS EN EL LABORATORIO DE EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR (IBUN)

Este documento es propiedad del Laboratorio de Epidemiologia Molecular del Instituto de
Blotecnologla de la Universidad Nacional de Colombia (Sede Bogot4). La informacion en el contenida
no podra reproducirse total ni parciaimente.

1. PROPOSITO Y ALCANCE
El propdsito de este documento es establecer las directrices para asegurar la calidad de los alslados
dinicos, partiendo desde la recoleccion, hasta la llegada de las cepas al laboratorio.

2. FUNDAMENTO

Para la obtencidn de resultados Optimos en el laboratorio, se debe partir de la calidad de los
aislamientos; es decir, la comecta recoleccién, rotulacidon, embalaje, verificacion y transporte al
laboratorio en las condiciones adecuadas para los estudios que se requieran,

3. RECOLECCION DE LOS AISLAMIENTOS CLINICOS

Las muestras provenientes de pacientes que cumplan los criterios de inclusion definidos en el
protocolo, seran remitidas al laboratorio de Epidemioiogla Molecular del Instituto de Biotecnologla
de la Universidad Nacional de Colombia, previo diligenciamiento del consentimiento informado,
formato de identificacion de los aislamientos y anexando el reporte del equipo automatizado,

Para que la recoleccion de los aislamientos sea realizada de forma adecuada evitando la
contaminacion, es indispensable que siga las siguientes instrucciones:

3.1. A partir de un cultivo puro del microorganismo, resiembre en forma masiva el aislamiento en un
medio primario (BHI, Agar Sangre ¢ tripticasa de soya) incibelo por 24 horas a temperatura de 35°C.

3.2. Abra el empaque del medio de transporte en condiciones asépticas y marquelo, indicando fecha,

tipo de muestra, género / especie del microorganismo y cédigo de la muestra (Esto se regira a las
normas intemas del Hospital Universitario Nacional). ( Ver Fig. 1 “Caracteristicas del medio de

transporte v rotulacion”)

Fig. 1 Carnclenistions del redio de banesgeets y rotidacon

Gl va mutrierds de oW TIets pro-sfresds g 1
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3.3. En cabina de fiujo laminar, recoja la totalidad del aislamiento de la caja de petri con el escobilion
estéril del medio de transporte e introddzcalo en el medio, asegurandose de que guede tolaimente

sellado.

3.4. El medio de transporte debe mantenerse a temperatura ambiente en un lugar limpio y seco.

4. TRANSPORTE

- Introducir ef aislamiento en el empaque absorbente que tiene la capacidad de tres medios de
transporie (encontrara dos empaques absorbentes con capacidad de 6 medios de transporie).

- Luego introduzca el empaque absorbente dentro de la bolsa plastica y proceda a sellarla
desprendiendo |a cinta adhesiva y volteando hacla adentro la bolsa de plastico de manera que quede

completamente sellado.
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- Coloque la bolsa dentro de la caja de plastico, clerre la tapa y cologue la etiqueta para asegurar
quée no quede abierta.

- Introducir en el sobre de manila de burbujas la caja con |os aislamientos, el formato de identificacion
de los aislamientos y el reporte del equipo automatizado. Selle el sobre.

El envio al laboratorio debe ser lo mas rapido posible con objeto de asegurar la supervivencia de

Colombia para programar la recogida del paquete, Tel 3165000 ext 16976 o Cel.3108548560.

5. PROCESAMIENTO

En el Laboratorio de Epidemioclogla Molecular, en condiciones de asepsia y haciendo uso de la
cabina de bioseguridad, se procedera a Inoculacion de la muestra en los medios de cultivo
comrespondientes para su recuperacion.

6. CONSERVACION

Una vez recuperados los microorganismos, se verlficard la pureza de los alslamientos y serdn
praservados por dos métodos: m.mvyﬂmeMmdm
del Laboratorio de Epidemioiogia Molecular




Anexo Resultados calidad, pureza y cuantificaci

Cepa DNA gen- mico
Qubit 260/ 2 260/ 2
(6g/ m

Kp001 73, 2 2 1.9
Kp0O0?2 20,1 1.9 1.3
Kp0O4 31,1 2 1.6
Kp0O05 25. 5 1.8 1.9
Kp0O0O&6 13,7 1.9 1.4
Kp007 29, 2 1.8 1.1
Kp0O08 17,1 1.8 1.8
Kp0O09 48, 6 1.8 1.8
Kp01l2 69,7 1.8 1.9
Kp013 29 1.8 1.4
Kpo14 50, 1 2 2
Kp015 80, 6 1.8 1.9
KpO016 36,1 1.8 2.1
Kp017 49,9 1.8 1.9
Kpo18 57,9 1.8 1.9
Kp019 56, 3 1.8 1.9
Kpo021 8, 93 1.8 1.6
Kp022 53,1 2 2
Kp023 83,5 1.8 2
Kp024 22,8 1.8 1.9
Kp025 38, 2 1.8 1.9
Kp026 41,5 1.8 1.9
Kp027 48, 4 2 2
Kp029 66 1.8 2
Kp030 47,7 1.7 1.9
Kp031 48, 3 1.8 1.9
Kp032 50, 8 1.8 2
Kpo033 27,9 2 2
Kp034 36, 7 1.9 2
Kp035 50, 6 1.9 2
Kp036 29. 3 1.7 1.9
Kp037 62,1 2 2.1

Pp



Kpo03s

26.

Kp039

27

Kp 04

15.

Kp059

33.

Kpo79

23.

Kp109

4 2

Kp111

29.

Kpl1l2

35.

Kp113

29.

Kpl1l4

21.

Kp115s

31.

Kp116

29.

Kp117

33.

Kp11s

16.

Kp121

32.

Kpl22

33.

Kp123

37.

Kpi124

35.

Kp125

43 .

Kpl26

42.

Kp128

28.

Kp129

15.

Kp130

40.




Anexo

BResul

tados de | ibrer?2as
Cepa Librerzas
Qubit Tamafo
Cogrmi|  PTIIndLd

Kp001 7,083 605
Kp0O02 10, 44 651
Kp0O4 27,1 838
Kp0O05 6, 93 486
Kp0O0O6 20, 3 1011
Kpoo7 21, 3 876
Kpoos 32,5 543
Kpoog9g 10, 9 771
Kp01l2 11,1 771
Kpo13 12 666
Kp01l4 15 771
Kp015 11, 3 771
Kp01l6 17,7 771
Kp017 12,5 771
Kp018 10, 8 771
Kp019 9,44 771
Kp021 41,6 771
Kpo022 9,88 771
Kp023 19, 8 771
Kp024 14,9 771
Kp025 12, 4 771
Kp026 9,87 771
Kp027 13, 8 771
Kpo029 16, 7 771
Kp030 22 771
Kp031 17,7 771
Kp032 15, 3 771
Kp033 13, 2 698
Kpo34 15, 8 397
Kpo035 19, 6 656
Kp036 24,7 706
Kpo037 21,5 692




Kpo3s 23, 659
Kpo039 14, 686
Kp 04 11, 771
Kpo059 10. 496
Kpo079 11, 587
Kp109 11 479
Kp111 14, 771
Kpl1l2 24, 706
Kp113 13, 570
Kpl14 16, 771
Kp11l5s 16, 541
Kp116 13, 570
Kpl117 15, 591
Kpl11s 17, 771
Kp121 21, 692
Kpl22 14, 686
Kpl123 41, 771
Kpl24 23, 659
Kpl25 9,9 551
Kpl126 9,0 500
Kpl128 19, 771
Kp129 13, 570
Kp130 10 496

hy



Anexo RBResultados de | a evaluaci n de | os
de %Cobert
aistam VAmereliso fuso [contigqramate (Protunal 00 o mnzant
de refe

Kp0o01 85 8 224687885446 |54490¢ 81. 4 94

Kp0O02 70 8 2215231657697 |54480¢ 77 94

Kp0O04 76 9 193164]621888 |54520(¢ 128. 6 94

Kp0O05 12 1 523094|1523094955312:¢ 57. 6 94 X
Kp006 114 17 94265 339721 |54520¢ 66. 7 94

Kp0O07 81 7 278175|541218 |55120¢ 66. 7 95

Kp008 55 6 2779641863582 |54370¢ 67. 8 94

Kp009 113 10 1980911622368 |54950¢ 120. 1 95

Kp01l2 152 9 2250321610386 |55390¢ 99. 9 96

Kp01l4 76 9 233418|/672481 |56680°¢ 80. 6 98

Kp01l5 79 8 2704121568775 |56280°¢ 77. 6 97

Kp016 55 7 259361608366 |54870¢ 69. 5 95

Kp017 77 7 1909861900703 |54510¢ 133.1 94

Kp018 89 9 2213411657703 |53570¢ 103. 4 92

Kp019 85 10 224549|471586 |54460¢ 110. 3 94

Kp022 93 9 190995609915 |54450¢ 75 94

Kp023 46 6 3673921985646 |54870¢C 114. 4 95

Kp024 55 7 3045571712459 |55270(¢( 115. 8 95

Kp025 58 4 4484571990791 |56630°¢C 128. 7 98

Kp026 68 11 1758821522954 |55640¢ 165. 2 96

Kp027 207 37 48161 229934 |55170¢ 123.9 95

Kp028 46 7 308030]594179 |55870°¢ 132. 4 96

ensambl

Safed



Kp030 78 8 206280657703 |54490¢ 92. 94
Kp031 50 7 313979|569890 |54380¢ 96 . 94
Kp032 56 7 278175|548704 |54360( 85. 94
Kp 033 48 7 313979|623270 |56520¢( 84. 97
Kp034 70 8 176728|610386 |54490( 51. 94
Kp 035 72 9 180881609598 |[54500¢ 49. 94
Kp036 67 7 179036|864020 |54460¢ 61 94
Kp037 75 8 3016791489463 |55200¢ 70. 102
Kp039 58 9 216357|557094 |55140¢( 95. 95
Kp041 65 9 230973|510917 57490 42. 99
Kp042 72 11 183682]495423 |55100¢ 39 95
Kp048 110 10 214633|619759 |59070¢ 81. 102
Kp050 70 8 176728|864034 54720 98. 94
Kp052 114 14 134163536361 |58570¢ 92. 101
Kp053 105 14 137127536332 [5791000 [B9. 100
Kp 060 429 9 196642656035 [5960000 [87. 103
Kp061 8 5 10 221523609915 [5463000 [75. 9 4
Kp 062 7 8 10 191036609915 [5453000 [79. 9 4
Kp065 6 8 7 2614341609915 [5464000 [119. 9 4
Kp 066 6 5 7 246027 672938 [5415000 [122. 9 3
Kp072 6 3 7 2245491609906 [5417000 [L06. 9 3
Kp078 8 4 10 199156523092 5883000 |121. 101
Kp079 8 1 30030394 0030355501670 [97. 100
Kp 080 7 6 10 190981609797 [5456000 [110. 9 4
Kp 082 112 14 129489393512 6020000 [96. 104
Kp 089 2 8 4 451732967930 [5464000 [78. 9 4
Kp091 4 1 4 619412 11678285559000 [149 9 6
Kp 096 6 3 8 233445537874 [5645000 [79. 9 7




Kpl01 4 3 8 25642 525583 [5412000 [92. 6 93
Kp103 2 8 4 47359 977056 [5510000 [76. 6 95
Kp104 4 4 ] 27249 571823 5630000 |73. 4 9 7
Kp105 3 4 3 75368 12185835420000 [80. 8 93
Kp108 4 3 6 19316 11002005266000 [94. 1 9 1
Kp109 5 6 9 23290 502956 5403000 123 100
Kpl1ll1l 15 16 10682 315897 [5648000 1150 105
Kpl1l2 13 5 32417 11106475376000 1259 100
Kpl1l4 5 4 9 19302 546819 5247000 |1074 9 7
Kp1l15 5 6 9 22392 468126 [5340000 [91. 7 99
Kp1l16 55 8 22108 569590 5336000 |124. 9 9
Kpl17 4 8 5 38840 986869 5560000 |89. 6 103
Kp119 9 6 12 17139 393971 5886000 |74. 6 101
Kp120 10 12 16403 620034 5880000 |70 101
Kpl21 13 13 12322 516895 5829000 980, 108
Kpl22 8 1 8 26412 554731 |5525000 |7124, 102
Kpl1l23 4 2 6 28273 663021 5611000 861, 104
Kpl25 4 1 7 36442 472831 [5629000 |114 104
Kpl26 37 6 37253 653871 5617000 |116. 104
Kp130 4 5 6 31935 782685 5373000 |105. 100




Anexo Resultados de | a anotaci-n de | o0os genomas

Ai sl amiefconti basesgenor CDSs| gene| mis_RN| rRNA t RNA t mRNA
Kp001 85 5449442 5076|5298 (137 6 78 1
Kp0O02 70 5448508 5075|5293 |135 6 76 1
Kp0O04 76 5452674 5078|5302 (138 7 78 1
Kp005 80 5447488 5076|5299 137 7 78 1
Kp0O06 114 5452856 50745297 (137 7 78 1
Kp007 81 5512173 5130|5343 (130 6 76 1
Kp0O0S8 55 5437964 50605272 (126 8 77 1
Kp009 113 5495239 5118|5349 (144 8 78 1
Kp01l2 152 5539802 5148|5375 (141 8 77 1
Kp014 76 5668167 5374|5609 (147 9 78 1
KpO01l5 79 5628718 5342|5574 |144 9 78 1
KpO01l6 55 5487234 5095|5315 (129 8 82 1
Kp017 77 5451911 5071|5300 (142 8 78 1
Kp018 89 5357853 4969|5196 (140 8 78 1
Kp019 85 5446558 5070|5298 (141 8 78 1
Kp022 93 5445162 5067|5293 (141 7 77 1
Kp023 46 5487069 5105|5325 (131 8 80 1
Kp024 55 5527024 5157|5379 (131 8 82 1
Kp025 58 5663944 5261|5478 (131 9 76 1
Kp026 68 5564713 5191(5415 (136 9 78 1
Kp027 207 5517442 5151|5376 |136 8 80 1
Kp028 46 5587119 5199|5421 |132 10 79 1
Kp030 78 5449973 5068|5292 (140 7 76 1
Kp031 50 5438528 50615274 (126 8 78 1
Kp032 56 5436191 5056|5270 (127 8 78 1
Kp033 48 5652461 5252|5470 (130 7 80 1
Kp034 70 5449404 5085|5307 |136 7 78 1
Kp035 72 5450489 5088|5313 (138 8 78 1
Kp036 67 5446453 5084|5306 (136 8 77 1
Kp037 75 5520913 5157|5385 (140 9 78 1
Kp039 58 5514430 51515374 (133 9 80 1
Kp041 53 5665032 5281|5476 131 2 61 1
Kpo042 72 5510602 5145|5368 (132 10 80 1
Kp048 110 5907364 5589|5831 |154 9 78 1
Kp050 70 5472682 5109|5332 (139 7 76 1




Kp052 114 5857075 5526|5771 |155 11 78 1
Kp053 105 5791237 544915691152 11 78 1
Kp060 429 5960602 5449|5694 |146 11 87 1
Kp061 85 5463816 5087|5316 |142 8 78 1
Kp062 78 5453682 5070|5297 (141 8 77 1
Kp065 68 5464749 5094|5319 (140 8 76 1
Kp066 6 5 5415078 50365254 |133 7 77 1
Kp072 63 5417183 5046|5266 132 9 78 1
Kp0738 84 5883756 5567|5803 (147 11 77 1
Kp079 75 5403502 5029|5244 (131 7 76 1
Kp080 76 5456754 5084|5310 (141 8 76 1
Kp082 112 6020697 57205964 |158 9 76 1
Kp089 28 5464912 51065327 |135 8 77 1
Kp091 41 5559694 5239|5460 |133 7 80 1
Kp096 63 5645552 5298|5520 |137 8 76 1
Kp1l01 43 5412221 5035|5242 |122 8 76 1
Kp103 28 5510621 5159|5386 |137 10 79 1
Kp104 44 5630978 5219|5443 |132 10 81 1
Kp105 34 5420107 50015223 |133 9 79 1
Kp108 43 5266299 4898|5115 132 7 77 1
Kp109 56 5403454 5029|5239 (123 8 78 1
Kpl1l1l 156 5648940 5295|5484 (128 4 56 1
Kpl1l2 134 5376178 4929|5134 |120 9 75 1
Kpl1l4 54 5247708 4882|5071 |128 2 58 1
Kpl15 56 5338619 4989|5207 133 6 78 1
Kp1l16 55 5336843 4992|5210 |133 6 78 1
Kp1l17 48 5559199 5239|5461 |133 8 80 1
Kp1l1l9 96 5886961 5566|5804 |149 10 78 1
Kp120 103 5880849 5557|5798 |154 10 76 1
Kpl21 136 5829140 547415668 |130 3 60 1
Kpl22 81 5525642 5157|5346 |127 5 56 1
Kp1l23 42 5611193 5225|5405 |125 3 51 1
Kp1l25 41 5629575 5237|5455 |132 7 78 1
Kpl26 37 5617932 5231|5444 |126 8 78 1
Kp130 45 5373749 4999|5207 |125 4 78 1




Anexo

Besultados Classifaier

Ai sl ami erfSpeci e ScorgConfi de
Kp001 Kl ebsiella pneumoni|0.9490. 93814
Kp0O02 Kl ebsiella pneumoni|0.9390.9384
Kp0O04 Kl ebsiella pneumoni|0.9590. 9384
Kp0O05 Kl ebsiella pneumoni|0.9490. 9384
Kp0O0®6 Kl ebsiella pneumoni|0. 7710.9384
Kp0O07 Kl ebsiella pneumoni|0.9740. 9384
Kp0O08 Kl ebsiella pneumoni|0.977%0.93814
Kp009 Kl ebsiella pneumoni|0.96§0.93814
Kp012 Kl ebsiella pneumoni|0.9630.93814
Kp01l4 Kl ebsiella pneumoni|0.95490.93814
Kp01l5 Kl ebsiella pneumoni|0.96§0.93814
Kp01l6 Kl ebsiella pneumoni|0.97(00.93814
Kp017 Kl ebsiella pneumoni|0.9690. 93814
Kp018 Kl ebsiella pneumoni|0.9560.93814
Kp019 Kl ebsiella pneumoni|0.9630.93814
Kp022 Kl ebsiella pneumoni|0.9030.93814
Kp023 Kl ebsiella pneumoni|0.95490. 93814
Kp024 Kl ebsiella pneumoni|0O. 9660. 93814
Kp025 Kl ebsiella pneumoni|0O. 9760.93814
Kp026 Kl ebsiella pneumoni|0.9710.93814
Kp027 Kl ebsiella pneumoni|0.96§0.93814
Kp028 Kl ebsiella pneumoni|0.9690.93814
Kp030 Kl ebsiella pneumoni|0.9640. 93814
Kp031 Kl ebsiella pneumoni|0.9790.93814
Kp032 Kl ebsiella pneumoni|0.96¢§0.93814
Kp033 Kl ebsiella pneumoni|0. 976¢0.93814
Kp034 Kl ebsiella pneumoni|0.9610.93814
Kp035 Kl ebsiella pneumoni|0.9630.93814
KpO036 Kl ebsiella pneumoni|0.9520.93814
Kp037 Kl ebsiella pneumoni|0. 9650.9384
Kp039 Kl ebsiella pneumoni|0.9630.93814
Kp041 Kl ebsiella pneumoni|0.9650.93814
Kp042 Kl ebsiella pneumoni|0. 9690. 9384
Kp048 Kl ebsiella pneumoni|0.97§0.9384
Kp050 Kl ebsiella pneumoni|0.94¢0.93814
Kp052 Kl ebsiella pneumoni|0.9740. 9384
Kp053 Kl ebsiella pneumoni|0.9390.9384
Kp060 Kl ebsiella pneumoni|0.9810.93814
Kp061 Kl ebsiella pneumoni|0.97230.93814
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AnexoReS.ultados de | os perfiles al®licos ST ident

Ai sl ami|Sequence Tyl oci (genes)

Kp001 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp0O02 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp0O04 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi(|phoE(LrpoB(|{tonB(]
Kp0O05 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp0O®6 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp0O07 ST236 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(4
Kp0O08 ST236 gapA(|infB(mdh(1lpgi(|phoE(1lrpoB(|{tonB({
Kp009 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp01l2 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|[tonB(]
Kp01l4 ST1l1 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(4
Kp015 ST11 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(4
KpO016 ST14 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp0o17 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp018 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp019 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp022 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp023 ST14 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp024 ST14 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp025 ST1563 gapA(|infB(mdh(2pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB( 3
Kp026 ST392 gapA(|infB(mdh(6 pgi (|phoE(7/ rpoB(|tonB( 4
Kp027 ST14 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp028 ST307 gapA(|infB(mdh(2pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB( 1
Kp030 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp031 ST236 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(4
Kp032 ST236 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(4
Kp033 ST236 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(4
Kp034 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp035 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi(|phoE(LrpoB(|{tonB(]
Kp036 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp037 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp039 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB(]
Kp041 ST23 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(9 rpoB(|{tonB(]
Kp042 ST244 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB( 3
Kp0438 ST258 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(1lrpoB(|tonB( 1
Kp050 ST1082 gapA(|infB(mdh(1pgi (|phoE(LrpoB(|{tonB(]




Kp052 ST258 gapA( nf B( mdh( pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kp053 ST258 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B( 1
Kp060 ST1082 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp061 ST1082 gapA( nf B( mdh( pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kp062 ST1082 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp065 ST1082 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp066 ST1082 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp072 ST1082 gapA( nf B( mdh( pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kp078 ST258 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B( 1
Kp079 ST1082 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp080 ST1082 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp082 ST258 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kp089 ST17 gapA( nf B( mdh( pgi (|phoE(4rpoB( B (4
Kp091 ST37 gapA( nf B( mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp096 ST219 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(2rpoB( B ( 3
Kpl01 ST236 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1rpoB( B (4
Kp103 ST17 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE( 4 rpoB( B (4
Kp104 ST412 gapA( nf B( mdh( pgi (| phoE(9 poB( B (1
Kpl1l05 ST no detef{gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kp108 ST1082 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kp109 ST236 gapA( nf B( mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (4
Kpl11 ST3087 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(4rpoB( B (1
Kpl1l2 ST587 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kpl14 ST1082 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kpl1l5 ST1082 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kpll6 ST1082 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kpl17 ST37 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1rpoB( B (1
Kpl1l9 ST258 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kp1l20 ST258 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1 poB( B (1
Kpl21 ST45 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(7 poB( B (1
Kpl22 ST236 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B ( 4
Kpl23 ST1563 gapA( nf B( mdh( pgi (|phoE(1 poB( B ( 2
Kpl25 ST1563 gapA( nf B( mdh pgi (|phoE(1 poB( B ( 2
Kpl26 ST380 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(1 poB( B (]
Kp130 ST45 gapA( nf B({ mdh( pgi (|phoE(7 poB( B (]
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