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Doble mutacion en N501Y que impide su
identificaciéon mediante un kit de RT-PCR de uso
habitual en los laboratorios de Microbiologia
Clinica

Double N501Y mutation hindering its detection by RT-PCR kit
widely used at Clinical Microbiology laboratories

Las nuevas tecnologias de secuenciacion (NGS, del inglés Next
Generation Sequencing) se han convertido en una herramienta indis-
pensable para el estudio y control de la pandemia causada por el
virus SARS-CoV-2'. La secuenciacién del genoma completo viral ha
sido vital no solo para el desarrollo de vacunas y farmacos especi-
ficos, sino también para el descubrimiento y la monitorizacién de
las variantes de interés que, desde la aparicién de la ahora cono-
cida como variante alpha?, han ido sucediéndose y relacionandose
con los recrudecimientos puntuales de la pandemia. No obstante, y
pese alos esfuerzos realizados por los laboratorios de Microbiologia
en todo el mundo, no se dispone de la capacidad de secuenciacién
suficiente para caracterizar todas las muestras positivas a SARS-
CoV-2 con esta tecnologia. Por ello se han desarrollado diferentes
estrategias para la caracterizacién del virus mediante RT-PCR de
combinaciones conocidas de mutaciones>~>; sin embargo, no debe-
mos olvidar las limitaciones que este tipo de estudios presentan y
que pueden llevar a una asignacién de variante errénea®’.

En la actualidad, en nuestro servicio se caracterizan todas las
primeras muestras de un episodio con Cts por debajo de 32 medi-
ante los paneles Allplex™ Variants I&II (Seegene, Corea) que
estudian las mutaciones de la espicula mas relevantes en las dlti-
mas variantes de interés (H69/V70-, W152C, K417N, K417T, L452R,
E484K y N501Y). A partir de febrero de 2022, en un escenario total-
mente dominado por la variante 6micron, aquellas muestras que
presentaron las mutaciones H69/V70-,K417N y N501Y fueron clasi-
ficadas como variante 6micron mediante RT-PCR. En caso de no
presentar la delecién se consideré que pertenecian a la subvariante
BA.2 mediante RT-PCR.

Ante la aparicién de una muestra con H69/V70- y K417N, pero
sin N501Y, se optd por secuenciar esta muestra ya que estos resul-
tados no permitian asignarla a ninguna variante mediante RT-PCR.
Para ello se utilizé una adaptacién del protocolo ARTIC para Oxford
Nanopore mediante la ampliacién del genoma completo con el
esquema VarSkip®. La libreria resultante se procesé en un secuen-
ciador MinION mklc (Oxford Nanopore). Las lecturas obtenidas
fueron posteriormente ensambladas mediante el pipeline de ARTIC
para datos obtenidos de secuenciadores con tecnologia de Oxford
Nanopore y se analizaron mediante la webApp de Nextstrain®
comprobando su consistencia mediante el programa Integrative
Genomics Viewer (IGV)'°.

La secuencia obtenida (depositada en GISAID como
EPI_ISL_.10968563) pertenece al clado 21K (émicron) y al linaje
BA.1.17 y presentaba entre otras mutaciones caracteristicas en la

espicula las tres mutaciones empleadas por el esquema de Allplex
Variants I&II: H69/V70-, K417N y N501Y; si bien, la mutacién
N501Y, ademas del cambio habitual A23063T, presentaba también
T23065C. Todas las mutaciones se encontraron con suficiente
cobertura. En este caso T23065C acompafiando a A23063T pro-
duce una mutacién silente ya que el codén que conforman sigue
codificando una tirosina y mantiene la mutacién N501Y.

Por lo tanto, es de esperar que esta mutacién no suponga una
ventaja evolutiva para el virus ni un cambio fundamental para su
comportamiento. No obstante, si que puede suponer un problema
para los esquemas de caracterizacién que se basen en el estudio
de mutaciones concretas, como el que empleamos en nuestro lab-
oratorio en la actualidad; ya que, si este cambio se hubiese dado,
por ejemplo, en una variante del linaje BA.2 en los paneles Allplex
Variants I&II solo seria positiva la mutacién K417N.

En resumen, creemos que este caso se trata de un ejemplo
mas de la enorme utilidad que presentan las NGS en los lab-
oratorios de Microbiologia Clinica en la actualidad, ya que nos
permiten no solo la correcta asignacién de las variantes circulantes,
sino también la monitorizacién de la evolucién de esas mismas
variantes.
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Klebsiella pneumoniae hipervirulenta ST23 )

como causa de neumonia cavitada y sepsis

Cavitary pneumonia and sepsis caused by ST23 hypervirulent
Klebsiella pneumoniae

Paciente de 42 afios, biilgaro que vive en la calle, fue llevado
a urgencias por la ambulancia debido a cuadro progresivo de dis-
nea con comienzo 72 h antes. También presentaba expectoracién
hemoptoica, dolor en hemitérax derecho y fiebre >38,5°C. Como
antecedentes médicos destacaban diabetes mellitus tipo 2, infec-
cién pasada de hepatitis C y bebedor de 11 de cerveza al dia.
A la exploracién presentaba mal estado general, sudoracién pro-
fusa, crepitantes en l6bulo superior derecho pulmonar, taquipnea
(>40rpm) con trabajo respiratorio global y saturaciones de oxigeno
<85% a pesar de gafas nasales de oxigeno de alto flujo. En la
analitica de sangre destacaban una PCR de 256,29 mg/l (0-5) y
una procalcitonina de 17,06 ng/ml (0-0,5), bilirrubina de 6,5 mg/dl
(<1,2), 10,94 x 103/l leucocitos (4,50-11,00) en niveles normales
cercanos al limite superior con 8,85 x 103 neutréfilos (2,0-5,0),
43 x 103 plaquetas (135-450), dimero D de 3.300 ng/ml, tiempo
de protrombina del 48% (65-120) y fibrindgeno de 691 mg/dl
(200-450) compatible con shock séptico de origen respiratorio.
También se hallaron GPT de 73 U/l (5-41) y bilirrubina de 6,5 mg/dl
(<1,2). En muestra de serologia se observan anticuerpos de hep-
atitis C mediante inmunoanalisis Elecsys® Anti-HCV II (Roche
Diagnostics, Basilea, Suiza) con un valor: 21,40 (positivo > 1), con-
firmandose después mediante técnica inmunoblot INNO-LIATM HCV
Score (Fujirebio, Tokyo, Japén). Se realiza cuantificacion de ARN
mediante el sistema Cobas® 4800 (Roche Diagnostics) con resul-
tado indetectable, que confirma ausencia de infeccién aguda y, por
tanto, infeccién pasada.

Serealiz6 una tomografia computerizada (TC) toraco-abdominal
en la que se informa de gran consolidacién en el 16bulo superior
derecho (LSD), en el 16bulo medio (LM), pericisural y opacidad
nodular en el 16bulo superior izquierdo, compatibles con neumonia
(figura 1 a). También se observan signos de hepatopatia crénica con
hipertrofia del 16bulo caudado, 16bulo hepéatico izquierdo y dismin-
ucién de la densidad de manera difusa, sin observar lesiones focales
de sospecha (ver material suplementario). Ademas, presentaba
colelitiasis tnica sin signos de colecistitis. Se decidié intubacién
orotraqueal, sufriendo parada cardiorrespiratoria. Se realizaron
maniobras de reanimacién, requiriéndose desfibrilacién a 360],
durante la cual recibié 2 mg de adrenalina y 300 mg de amiodarona.
Finalmente, el paciente recuperé el ritmo sinusal y fue ingresado
con antibioterapia de amplio espectro con meropenem (1g/cada
8h1V), vancomicina (1 g/cada 8 h IV) y levofloxacino (1 g/cada 24 h
IV). Previa instauracion de antibioterapia se recogieron muestras
de orina, hemocultivo y broncoaspirado, aislandose en estas 2 tlti-
mas Klebsiella pneumoniae, inicamente resistente a ampicilina (ver
material suplementario).

El paciente sufri6 empeoramiento progresivo, realizindose de
nuevo una TC toraco-abdominal con aparicién de zonas de cav-
itacién junto con extensa condensacién con broncograma aéreo en

LSD y LM (figura 1Db) respecto a anteriores pruebas de imagen. A
pesar de escalada de tratamiento antibiético, el paciente progres6
hacia situacion clinica con abundante hemoptisis, evidenciandose
aumento de las areas de necrosis y de las cavitaciones (figura 1b).
El paciente falleci6 2 dias después.

Tanto en la muestra de hemocultivo como en la de broncoaspi-
rado se aisl6 Klebsiella pneumoniae con elevada produccién de moco
en las placas de cultivo con string test positivo (>5 mm). Previa a la
realizacién de antibiograma se realiz6 prueba rapida de inmunocro-
matografia NG-Test CTX-M Miiltiple (NG Biotech, Guipry-Messac,
Francia) que permite detectar los tipos mas frecuentes de beta-
lactamasas de espectro extendido (grupos CTX-M-1, 2, 8, 9 y
25), con resultado negativo. La determinacién de la sensibilidad
a antimicrobianos se realizé6 mediante difusién con discos en agar
Mueller-Hinton y mediante el panel ID/NMIC 503 (BD™ Phoenix;
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

El aislado procedente del broncoaspirado se envié al Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Il (Majada-
honda. Madrid), donde se realizé la secuenciacién genémica
completa y se confirmé la ausencia de mecanismos de resisten-
cia. Los datos relacionados con factores de virulencia de la cepa
fueron los siguientes: serotipo capsular K1, ST23 (mediante tipifi-
cacién molecular por multilocus sequence typing- MLST), presencia
de los genes de virulencia rmpA y rmpA2 (regulador del fenotipo
mucoide A, responsable de la hipermucoviscosidad de la cepa) car-
acteristicos del patotipo hipervirulento de Klebsiella pneumoniae y
otros genes de virulencia como IucABCD-iutA (que forman el com-
plejo operdn del sider6foro aerobactina) e iroBCN (perteneciente al
cluster de genes del sider6foro salmochelina).

Las cepas pertenecientes al patotipo hipervirulento de K. pneu-
moniae (hvKp) se caracterizan por la capacidad de producir
infecciones graves y la diseminacién desde el sitio de infeccién. El
factor diferencial y caracteristico de estas cepas frente al fenotipo
clasico es la elevada producciéon de polisacarido capsular, que les
confiere la propiedad de hipermucoviscosidad. Esta caracteristica
radica en el gen magA (gen A relacionado con la mucoviscosidad,
especifico del serotipo capsular K1), asi como el gen rmpA/rmpA2
de localizacién plasmidica y la produccién de sideréforos (que-
lantes de hierro que aumentan la supervivencia bacteriana como
aerobactina o salmochelina, entre otros). Esta caracteristica les
confiere a las hvKp resistencia a la opsonofagocitosis del suero
humano!. El string test o prueba del hilo mucoide permite pre-
decir en la mayoria de los casos la asociacion de las cepas con el
patotipo hipervirulento, aunque en un pequefio porcentaje cepas
con test positivo podrian no mostrar patogenicidad grave como las
hvKp. De modo que parece mas eficiente utilizar tanto el string test
como la deteccién de rmpA y otros factores de virulencia como
la produccién de sideréforos para poder detectar todas las cepas
hvKp?.

No hay datos epidemiolégicos a nivel nacional acerca de la inci-
dencia de estas cepas, aunque Cubero M et al. publicaron un estudio
prospectivo en el que estudiaron 878 cepas aisladas en hemocul-
tivos entre los afios 2007 y 2013 de K. pneumoniae en un hospital
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