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Resumen

Las bacterias de los géneros Raoultella y Kle-
bsiella son patégenos oportunistas para las cuales
no existe un sistema uniforme de clasificacion
taxondmica internacional. En el presente estu-
dio se propone una filogenia molecular basada
en el gen ribosomal 16S (ADNr 16S) y el gen
codificante de la subunidad de la ARN polimera-
sa (rpoB) de los géneros Klebsiella y Raoultella
con el fin de establecer relaciones evolutivas entre
dichos géneros. Los resultados evidencian una
agrupacién acorde con la taxonomia y las pro-
piedades bioquimicas caracteristicas, reportadas
en el Genbank. Se establecié una bifurcacién en
los drboles, lo cual confirma la separacién de los
géneros Klebsiella y Raoultella. Adicionalmente,
se confirmé el carécter polifilético de K. aerogenes
por el gen ADNr16S y la agrupacién de R. terri-
gena y K. oxytoca de acuerdo con el gen rpoB.

La comparacion entre los drboles obtenidos
permiti6 determinar relaciones evolutivas entre
las especies, a partir de los genes evaluados, lo
cual refleja cambios aparentes a nivel taxonémico
y corrobora la importancia del andlisis a nivel de
multilocus. Este tipo de estudios permite monito-
rear la estabilidad de los genotipos microbianos
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sobre la escala temporal y espacial, mejorar la
precision de las anotaciones taxondmicas (mejor
descripcion de taxones o subdivisiones genéti-
cas) y evaluar la diversidad genética y adapta-
bilidad en términos de virulencia o resistencia
a drogas.
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Construccién de una filogenia molecular para las especies de los géneros Klebsiellay Raoultella
basada en los genes ARNr 165y ARN polimerasa subunidad

Summary

The bacteria belonging to Raoultella and
Klebsiella genera are opportunistic pathogens
for which there is no consensus about a unique
internationally taxonomic system.

In this study, we suggest a molecular phylo-
geny based on 16S (rDNA 16S5) ribosomal gene
and the beta subunit RNA polymerase (rpoB)
encoding gene of Klebsiella and Raoultella
in order to set up evolutionary relationships
among these genera.

Results showed a cluster with similar bio-
chemical and taxonomy characteristics in
agreement to Genbank description, and a tree
bifurcation which confirms the Klebsiella and
Raoultella genera separation. Moreover, we ve-
rified the polyphyletic character of K. aerogenes

INTRODUCCION

El género Klebsiella fue descrito en 1881
por Von Frisch, quien observd, por primera
vez, estos bacilos encapsulados en muestras
de pacientes con rinoescleroma. Este género fue
llamado asi por Trevisan en 1885, en honor al mi-
crobidlogo aleman Edwin Klebs (1834-1913) (1).
Las bacterias del género Klebsiella son organis-
mos saprofitos, las cuales pueden estar presentes
como flora normal, principalmente en el tracto
respiratorio; incluso algunos autores sugieren
que las especies del género Klebsiella podrian
tener una relacién simbidtica y benigna con su
hospedero (2). La capacidad de diseminacién
en las superficies mucosas del hospedero es
mediada por su variabilidad genotipica y la
diversidad en la expresién de factores de viru-
lencia, los cuales pueden generar infeccién en
diferentes sitios anatdmicos y colonizar distintos

nichos ecoldgicos. Estas bacterias persisten como
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by rDNA 16S and particularly the clustering
for both R. terrigena and K. oxytoca based on
rpoB gene.

The evolutionary relationships recogni-
tion was obtained by comparison among the
corresponding trees for both genes unrave-
ling significant changes at taxonomic level and
stressing the importance of multilocus analysis
approach.

These studies are useful for tracking the
microbial genotype stability over time and
space scale; as well as on improving taxonomic
annotations (taxa descriptions and genetic sub-
divisions) and evaluation of genetic diversity in
terms of virulence and drug resistance.

Key words: Klebsiella, Raoultella, phylo-

geny, taxonomy.

patégenos frecuentes de infecciones adquiridas
en el ambiente hospitalario y en la comunidad
(3) (Tabla 2).

El aumento en la frecuencia de infecciones
y brotes nosocomiales causados por organis-
mos del género Klebsiella, y descrita en diversos
estudios clinicos, ha permitido identificar la
circulacién de variantes clonales y policlona-
les de cepas, cuya especie predominante es K.
pneumoniae (4).

A pesar de los esfuerzos por generar un
criterio unificado para la clasificacién de estos
bacilos, persiste una inconsistencia de base en
la diferenciacién a nivel de especie y subespecie.
Actualmente, las especies de Klebsiella son dife-
renciadas segin el grado de patogenicidad y el
tipo de infeccion generado (Tabla 2) (5).
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Tabla 1. Esquemas de clasificacion propuestos para el género Klebsiella (K) y Raoultella (R) por
diferentes sistemas taxonémicos

Cowan 1960 Bascomb 1971 Orskov 1984 Taxonomia Actual (Genbank)
K. aerogenes/
K. aerogenes oxytocal edwarsii K. oxytoca K. oxytoca

K. Edwardsii
subespecie edwardsiii
subespecie atlantae

K. pneumoniae
sensu stricto
sensu lato

K. pneumoniae

subsp. pneumoniae
subsp. ozaenae

subsp. rhinoscleromatis

K. pneumoniae

subsp. pneumoniae
subsp. ozaenae

subsp. rhinoscleromatis

K. pneumoniae

K. ozaenae

K. terrigena

K. variicola

K. ozaenae

K. rhinoscleromatis

K. planticola
(Syn. Trevisanii)

K. granulomatis
(previamente clasificado como
Calymmatobacterium granulo-

matis)

K. milletis

K. singaporensis
K. senegalensis
K. aerogenes

K. alba

R. terrigena, R. planticola, R. orni-
thinolytica

K. Unnamed group

K. rhinoscleromatis K. ornithinolytica

Enterobacter aerogenes

Fuente: Adaptada de: Podschun R, Ullmann U. Klebsiella spp. as nosocomial pathogens: epidemiology,
taxonomy, typing methods, and pathogenicity factors. Clin Microbiol Rev. 1998;11(4):589-603.

Tabla 2. Principales especies patogenas de Klebsiella

Especie Tipo de enfermedad

K. pneumoniae subsp. pneumoniae Neumonias e infecciones nosocomiales

K. pneumoniae subsp. ozaenae Ocena

K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis | Rinoscleroma o escleroma nasal

K.oxytoca Infecciones nosocomiales

K. granulomatis Donovanosis

Segtin la clasificacion del Genbank, ac- | (Tabla1), en sumayoria diferenciadas a partir de

tualmente se reconocen 9 especies en el género | pruebas bioquimicas convencionales o con base
en su identidad con el gen ribosomal 16S (ADNr
16S) y/o el gen codificante de la subunidad-f de

la ARN polimerasa (rpoB).

Klebsiella: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. granu-
lomatis, K. variicola, K. aerogenes, K. senegalen-
sis, K. singapurensis, K. milletis y K. alba (6-7)
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K. alba es una especie ambiental conocida por
su capacidad para crecer en zonas contaminadas
con herbicidas (8).

K. variicola, un bacilo aislado inicialmente
de plantas de platano, cafia de azicar y maiz, se
asemeja a K. pneumoniae a nivel de la secuencia
de sus genes ribosomales y de las pruebas bio-
quimicas convencionales (9).

K. singaporensis presentaun 99,3% y 97,5 %
de similitud con los genes ADNr 16S y rpoB de
K. pneumoniae; sin embargo, los estudios de
hibridizacién del ADN evidenciaron una baja
relacién genética con el género Klebsiella (10).

En el caso de K. senegalensis y K. milletis,
s6lo se han establecido en el género Klebsiella
con base en su similitud con el gen ADNr 16S.

Recientemente, tres especies ambientales
(Raoultella ornithinolytica, Raoultella plan-
ticola y Raoultella terrigena) previamente
consideradas como género Klebsiella han sido
reclasificadas en el género Raoultella (11-12).

Actualmente no existe un consenso inter-
nacional para la clasificacién de los géneros
Raoultella y Klebsiella. En el Reino Unido se
utiliza el sistema de Cowan (1960); en Estados
Unidos y la mayoria de paises europeos aplican
el sistema de Orskov (1984) (Tabla 1).

Los andlisis filogenéticos basados en ge-
nes evolutivamente conservados han permiti-
do establecer relaciones evolutivas entre estas
especies, en los cuales se evidencia una alta
heterogeneidad genotipica y el caracter polifilé-
tico de algunas especies en el género Klebsiella
(13). Su impacto en la taxonomia de los géneros
se evidencia en las distintas correcciones y re-
clasificaciones, especialmente de las especies
ambientales potencialmente patdgenas y en las
patdgenas oportunistas.

En el presente estudio se analizaron las po-
sibles relaciones filogénicas entre las especies
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actualmente anotadas en los géneros Klebsiella
y Raoultella, a partir de los genes ADN7 16S y
rpoB.

MATERIALES Y METODOS

La seleccion de genes se realizé teniendo en
cuenta los evolutivamente conservados, repor-
tados en el Genbank como los genes ADNr 16S
y rpoB, los cuales se caracterizan por presentar
una tasa de evolucién constante y baja duran-
te largos periodos, con valores semejantes de
identidad entre las distintas especies. Ademas,
considerados genes de referencia para realizar
anotaciones y reclasificaciones taxonémicas de
nuevas especies (13).

Se realizé una bisqueda de secuencias de
los genes previamente mencionados, con una
identidad superior al 95%, a través de la herra-
mienta BLASTn (14) para especies del género
Klebsiella y Raoultella, excluyendo secuencias
redundantes. Adicionalmente, en la bisqueda de
secuencias y a través de la revision de la taxono-
mia de los géneros correspondientes, se incluye-
ron especies como: K. milletis, K. senegalensis,
K. singapurensis y K. aerogenes.

Las secuencias obtenidas en formato FASTA
se alinearon en el programa ClustalW (http://
align.genome.jp/) (15). Se empleé una matriz
de puntaje tinica para ADN (IUB). Los alinea-
mientos fueron exportados al programa MEGA
(Versién 4.0) para la construccién de la filogenia
molecular (16), utilizando el test Neighbor-
Joining (NJ) (17) con el método p-distance con
1.000 repeticiones bootstrap, teniendo en cuen-
ta transiciones y transversiones. La diversidad
nucleotidica y la determinacién del nimero de
sitios polimdrficos también fue realizada en
MEGA (16).

Como grupos externos relacionados con las
especies estudiadas se incluyeron las especies



Methanococcus aeolicus (Maeolicus) para el gen
ADNr16S y Streptococcus equinus (Sequinus)
para el gen rpoB, las cuales corresponden a dos
especies alejadas taxondmicamente a nivel de

dominio y clase, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la construccion del &rbol filogenético
basado en el gen ADNr 168S, se seleccionaron
28 secuencias de las 14 especies pertenecientes
a los géneros Klebsiella y Raoultella, las cuales

Nelson Enrique Arenas, Andrés Julian Gutiérrez, Luz Mary Salazar, Juan Carlos Polanco, Arley Gdmez

cumplian con el criterio de seleccién previamen-
te establecido. Teniendo en cuenta el nivel de
conservacion de este gen para las especies estu-
diadas, se determind una diversidad de 0,0412 y
la presencia de 314 sitios polimérficos.

El drbol filogenético present6 una agrupa-
cién similar a la taxonomia establecida en el
Genbank y permiti¢ verificar la variabilidad en
el gen ADN7 168, lo cual justifica la separacion
de los dos géneros como linajes separados

(Figura 1).

Figura 1. Arbol filogenético basado en el gen ADNr 16S para 28 taxones de los géneros Klebsiella y
Raoultella. La construccion del arbol se empled el método NJ (17) con 1.000 réplicas. Los valores
Bootstrap son mostrados entre las ramas respectivamente. El arbol fue realizado en el programa

MEGA 4.0 (16)
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El género Raoultella presentd dos grupos:
uno formado por R. ornithinolytica y R. plan-
ticola y otro constituido por R. terrigena. Es
importante resaltar el cardcter polifilético de K.
aerogenes, la cual se relacioné mas filogenéti-
camente con las especies del género Raoultells;
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Raoultella

Klebsiella

motivo de controversia en torno a su posicidn
sistematica (13).

Anteriormente, el nombre de K. aeroge-
nes fue utilizado para referirse a las cepas de
K. pneumoniae; sin embargo, actualmente se
considera que Enterobacter aerogenes debe ser
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transferido al género Klebsiella con el nombre
de K. mobilis o K. aerogenes.

En cuanto a las especies de Klebsiella, se ob-
servo un grupo, constituido por: K. pneumoniae,
K. milletis, K. granulomatis, K. senegalensis y
K. variicola; un segundo grupo por K. alba con
K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis y en
un tercer grupo correspondiente a K. oxytoca.
Finalmente, K. singaporensis aparece como la es-
pecie mds ancestral y alejada filogenéticamente
al género Klebsiella, de acuerdo con las distan-
cias de las ramas (Figura 1). De las tres subes-
pecies de K. pneumoniae, se observé un patrén
de agrupamiento diferente en K. pneumoniae
subsp. rhinoscleromatis que podria asociarse a
la existencia un mayor polimorfismo en relacién
a las demds subespecies.

Los genes ADNr 16S y rpoB son marcado-
res moleculares de referencia universal para

este segundo gen fue incluido en este estudio.
Incluso se ha reportado el mayor poder discri-
minatorio del gen rpoB, de gran utilidad en la
identificacién bacterias entéricas, dada la mayor
tasa de mutacion neutral, en comparacion con el
gen ADN7 165 (18-19).

Con base en el analisis de 18 secuencias del
gen rpoB, se encontrd una mayor diversidad
(0,07523) y se detectaron tinicamente 189 sitios
polimérficos, en comparacién con el gen ADNr
16S. Estos genes presentaron una alta identi-
dad (295%) en todas las especies de los géneros
Klebsiella y Raoultella; sin embargo, no se en-
contraron las secuencias del gen rpoB correspon-
dientes para K. senegalensis y K. milletis.

El género Raoultella formé un grupo tnico
con R. ornithinolyticay R. planticola, pero R. te-
rrigena mostré mayor relacion filogenética con
K. oxytoca que con las dos especies previamente

genotipificacion bacteriana. Por dicha razén, | mencionadas del mismo género (Figura 2).

Figura 2. Arbol filogenético basado en el gen rpoB para 18 taxones de los géneros Klebsiella

y Raoultella. La historia evolutiva fue inferida mediante el método NJ (17). Se presenta el

arbol 6ptimo con los respectivos valores Bootstrap (1.000 réplicas) entre las ramas. La relacién
filogenética de R. planticola con K. oxytoca se indicada en un cuadro. La construccién del arbol se
realiz6 en el programa MEGA 4.0 (16)
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Adicionalmente, para las especies del género
Klebsiella se observaron dos grupos: uno que
incluye tres subespecies de K. pneumoniae, K.
granulomatisy K. alba; y un segundo grupo con
K.variicola y K. singapurensis. En consenso con
la taxonomia establecida para las especies del
género Klebsiella, se observé un patrén de agru-
pamiento coincidente con las reclasificaciones y
enmendaciones de las especies estudiadas con el
gen rpoB; una evidencia sdlida es la relacién es-
trecha de K. granulomatis con K. pneumoniae.

Para los géneros Klebsiella y Raoultella, el
andlisis genético a nivel de especie puede pro-
veer indicios acerca de la variabilidad dentro de
una poblacién bacteriana y generar evidencias
acerca de la plasticidad y evolucién de su geno-
ma, conduciendo a la adaptacion bacteriana bajo
distintas condiciones ambientales. Del mismo
modo, el analisis de polimorfismos o variaciones
especificas en genes evolutivamente conservados,
como el ADNr 16S 'y rpoB, permite determinar
diferencias en organismos a nivel de especie o
subespecie, la cual puede ser aplicada en el drea
clinica para discriminar brotes de un agente in-
feccioso determinado (20).
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La mayoria de las especies de Klebsiella
presentan un complejo amplio de variaciones
clonales que se caracterizan por su alta similitud
u homologia a nivel genémico. Adicionalmente,
se conoce poco acerca de la tasa de variacion de
algunos genes constitutivos, ya sea por la induc-
cién de mutaciones sinénimas o no sinénimas,
y/o por intercambio de material genético, por lo
cual se desconoce la tasa real de recombinacién
en el genoma de muchos organismos.

Otra aplicacion del anélisis de secuencias de
multiples genes constitutivos es el impacto en la
historia filogenética de las especies bacterianas
y la inferencia de la estructura poblacional, lo
cual puede explicar la expansion y diversificacion
dentro de linajes especificos.

En conclusidn, este estudio permitié identi-
ficar la posicién taxondmica de las especies cla-
sificadas y corregidas en los géneros Klebsiella
y Raoultella, de acuerdo con el analisis compa-
rativo de los genes ADNr 16S y rpoB, entre los
cuales ha existido controversia y desacuerdoen la
adopcién de una nomenclatura universal entre
laboratorios, e incluso sistemas de clasificacion
que se tienen de referencia a nivel diagndstico.

Este estudio fue desarrollado en el marco del proyecto: “Translocacién bacteriana e infeccién

postoperatoria en pacientes con trauma abdominal” financiado por el Fondo de Investigacién de la

Universidad del Rosario (FIUR).
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