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RESUMEN 
 

 

En el presente estudio se  detectó la presencia de genes codificadores de enzimas 
inactivantes de aminoglucósidos en 20 cepas de Klebsiella pneumoniae, aisladas de 
pacientes con diagnóstico de infección nosocomial e indicación de cultivo y 
antibiograma, los cuales fueron atendidos en las diferentes áreas del Servicio 
Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, en el período 
comprendido entre marzo 2003 y octubre 2004. A cada cepa se le determinó la 
susceptibilidad antimicrobiana, mediante el método de difusión del disco,  siguiendo 
los lineamientos para enterobacterias, propuesto por el Instituto de Estándares para 
Laboratorios Clínicos. Para la detección de los genes codificadores de enzimas 
inactivantes de aminoglucósidos se empleó la técnica de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). Todas las cepas fueron resistentes a los aminoglucósidos 
ensayados, el mayor porcentaje de resistencia se observó para tobramicina (100,0%), 
kanamicina, amikacina y gentamicina (95,0%), respectivamente, expresándose en la 
mayoría de las cepas los fenotipos de resistencia I o II, los cuales se caracterizan por 
ser resistentes a todos los aminoglucósidos (fenotipo I), a excepción de netilmicina 
(fenotipo II). En las cepas se encontraron la presencia de los genes aadA o ant(3”)-Ia 
(60,0%), aadB o ant(2”)-Ia (30,0%), aac(3)-IIa (20,0%) y aph(3`)-Ia (5,0%). Siete 
cepas presentaron más de un gen. El alto porcentaje de resistencia  a los 
aminoglucósidos, presentados por las cepas de Klebsiella pneumoniae, representan un 
riesgo para el centro hospitalario, debido a que limita las opciones terapéuticas con 
este tipo de antimicrobiano. 

 
Palabra y/o Frases Clave: Klebsiella pneumoniae; Enzimas Inactivantes de 
Aminoglucósidos (EIA); Aminoglucósidos. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

El género Klebsiella se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza 

(aguas potables, residuales, vegetales, suelos, etc.), de allí que la especie K. 

pneumoniae sea un huésped saprófito del hombre y los animales. Normalmente, éste 

microorganismo se encuentra en las vías respiratorias altas, formando parte de la flora 

intestinal y, en ocasiones, de la piel (Gupta et al., 2003). 

 

Las bacterias del género Klebsiella son bacilos rectos, de 0,3 a 1,0 µm de 

diámetro y 0,6 a 6,0 µm de longitud. Las células se disponen individualmente, en 

parejas o cadenas cortas, son inmóviles, Gram negativas, capsuladas, son 

consideradas bacterias anaerobias facultativas, por presentar metabolismo tanto 

fermentativo como respiratorio, y crecen bien en casi todos los medios de cultivo 

(Koneman et al., 2002). La temperatura óptima de crecimiento para todas las especies 

del género Klebsiella oscila entre 30 a 37ºC; particularmente, K. pneumoniae no crece 

a 10ºC, pero sí puede hacerlo hasta 44,5ºC. Algunas cepas son lisogénicas  y pueden  

producir bacteriocinas y/o enterotoxinas y exotoxinas (Ewing, 1986; Koo y Stein, 

1986; Walia et al., 1988). 

   

K. pneumoniae  no había sido considerado como una especie patógena para el 

hombre, sin embargo, en los últimos años, debido al uso indiscriminado de los 

antimicrobianos y al empleo de procedimientos diagnósticos agresivos, quizás, su 

papel como agente etiológico,  responsable de patologías inespecíficas, ha ido en 

aumento, sobre todo en el ámbito nosocomial, representando una proporción 

significativa de las infecciones del tracto urinario, respiratorio, septicemias, 

meningitis e infecciones de tejidos blandos (Podschun y Ullmann, 1998; Byarugaba, 

2004).  
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Las infecciones bacterianas causadas por K. pneumoniae, especialmente las 

cepas multiresistentes, son consideradas un problema creciente en los centros 

hospitalarios. La  resistencia bacteriana presente en las diferentes cepas se debe, 

principalmente, a cambios estructurales y fisiológicos en las bacterias, los cuales, 

ocurren por mutaciones en un gen cromosómico o por la adquisición de un plásmido 

de resistencia (Gupta et al., 2003). 

 

 Las cepas nosocomiales de K. pneumoniae, generalmente, presentan 

variabilidad en sus patrones de resistencia, condición que es favorecida por la 

adquisición de genes de resistencia a los diferentes antimicrobianos de utilidad 

clínica. Los aminoglucósidos, son aminoazúcares unidos por enlaces glucosídicos a 

un aminociclitol, donde sus grupos amino,  usualmente se presentan protonados y la 

existencia de estos sitios cargados positivamente son necesarios en la interacción que 

tienen con el ARN procariótico (Mingeot-Leclercq et al., 1999; Kotra et al., 2000). 

 

Los aminoglucósidos constituyen  un grupo de agentes antimicrobianos 

empleados con frecuencia en el tratamiento de las infecciones bacterianas, 

particularmente, en aquellas producidas por bacilos Gram negativos aeróbicos; los 

aminoglucósidos ejercen una acción bactericida, mediante la inhibición  de la síntesis 

proteica (Davis, 1987; Gilbert, 2000; Kotra et al., 2000), sin embargo, las bacterias 

pueden adquirir diversos mecanismos de resistencia contra estos, los cuales tienen 

como propósito alterar la proteína receptora presente en la subunidad 30S (Mingeot-

Leclercq et al., 1999; Kotra et al., 2000).  

 

La estreptomicina fue el primer aminoglucósido aislado, descubierta por Achatz 

y Waksman en 1944, a partir de una cepa de Streptomyces griseus (Damaso, 1990). 

La aparición posterior de la kanamicina y, más tarde, de la gentamicina y 
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tobramicina, constituyeron verdaderos avances en el tratamiento de las infecciones 

causadas por bacterias Gram negativas (Palomino y Pachón, 2003) 

 

En cuanto a su clasificación, los aminoglucósidos se dividen en dos grupos, 

según el componente aminociclitol. El grupo más numeroso lo constituye el 

aminoglucósido con aminociclitol, en este grupo se encuentran: estreptomicina, 

amikacina, kanamicina, tobramicina, dibekacina, gentamicina, sisomicina, 

netilmicina, isepamicina, neomicina y paramomicina; el otro grupo, corresponde a el 

aminoglucósido sin aminociclitol, constituido hasta ahora por la espectinomicina 

(Palomino y Pachón, 2003). 

 

Los procesos mediante los cuales una bacteria puede mostrar resistencia a los 

aminoglucósidos, incluyen, la disminución de la captación o impermeabilidad de la 

membrana, debido a cambios en las proteínas de membrana externa; la existencia de 

bombas de eflujos, que expulsan a los aminoglucósidos desde interior de la célula, 

antes de que éste pueda acceder a su sitio de acción; modificaciones del sitio activo, 

tales como, cambios mutacionales en las proteínas ribosomales o en la subunidad 16S 

del ARNr y  metilación enzimática del ARNr, y la producción de enzimas 

inactivantes de aminoglucósidos, el cual es el mecanismo más común de resistencia a 

los aminoglucósidos en enterobacterias, debido a que modifican los enlaces 

covalentes de los grupos aminos e hidroxilos, generando alteraciones químicas que 

llevan al compuesto a unirse débilmente a los ribosomas bacterianos, afectando de 

esta manera su ingreso a la célula bacteriana (Shaw et al., 1993; Mingeot-Leclercq et 

al., 1999; Vakulenko y Mobashery, 2003;  Mella et al., 2004). 

 

En las enzimas inactivantes de aminoglucósidos existen familias de enzimas 

cofactor-dependiente con actividad fosfotransferasa, acetiltransferasa y 

adeniltransferasa o nucleotidiltransferasa. La inactivación de los aminoglucósidos no 
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solo altera la  capacidad antibacteriana, sino que también impide o retrasa la fase II de 

captación del aminoglucósido (Marcos, 2000; Vila y Marcos, 2002; Mella et al., 

2004; Shakil et al., 2008).  

 

Las EIA se dividen en tres grupos: las aminoglucósido-acetiltransferasas 

designadas como (AAC), las aminoglucósido-adeniltransferasas (AAD) y las 

aminoglucósido-fosfotransferasas (APH) (Shaw et al., 1993). Las aminoglucósido-

acetiltransferasas (AAC) acetilan grupos aminos utilizando como cofactor la 

acetilcoenzima A. Entre los tipos de estas enzimas se encuentran la AAC(3)-II;  

AAC(6’)-I;  AAC(2’) y AAC(3’)-I. Todas ellas confieren un determinado fenotipo 

dependiendo de la resistencia a los aminoglucósidos (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Fenotipos de resistencia producidos por las diferentes enzimas 
aminoglucósidos acetiltransferasas (AAC). 

K: kanamicina; Tob: tobramicina; GM: gentamicina; Net: netilmicina, AN: amikacina 
 

Las aminoglucósido-adeniltransferasas (AAD), actualmente designadas como 

(ANT), adenilan los grupos hidroxilos del antimicrobiano. Entre estas  enzimas 

adenilantes se encuentra la ANT (2”)-I, que confiere resistencia a kanamicina (K), 

tobramicina (Tob) y gentamicina (GM), expresando el fenotipo (KTobGM) y la 

ANT(3”) que proporciona resistencia a estreptomicina (S) (Umezaba et al., 1967; 

Ozanne et al., 1969; Benveniste, 1971; Witchitz, 1972; Chevereau et al., 1974; Le 

Goffie et al., 1974; Shaw et al., 1993; Del Solar et al., 1995). 

 

Las aminoglucósido-fosfotransferasas (APH) modifican los grupos hidroxilos 

mediante fosforilación y utilizan nucleósidos trifosfatos, especialmente ATP, como 

Fenotipo Tipo de enzima Referencia 
KTobGMNet AAC(3)-II Umezaba et al., 1967; Ozanne et al., 1969 
KTobANNet AAC(6’)-I Benveniste, 1971; Witchitz, 1972 
GMTobNet AAC(2’) -la Chevereau et al., 1974; Le Goffie et al., 1974 

GM AAC(3’)-I Del Solar et al., 1995 
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cofactor, la enzima representativa de esté grupo es la APH(3’)-I, que confiere 

resistencia a kanamicina (K) (Umezaba et al., 1967; Ozanne et al., 1969; Benveniste, 

1971; Witchitz, 1972; Chevereau et al., 1974; Le Goffie et al., 1974; Shaw et al., 

1993; Del Solar et al., 1995). 

 

En cada grupo de enzimas se incluyen diferentes formas de isoenzimas  que 

difieren en la especificidad del substrato por la región donde ejercen sus reacciones 

(Palomino y Pachón, 2003). Shaw et al. (1993) han propuesto una nomenclatura  para 

representar a las 50 o más enzimas inactivantes de aminoglucósidos que han sido 

reportadas: AAC (acetiltransferasas), ANT     (adeniltransferasas) y APH 

(fosfotransferasas), se aplica para indicar el tipo de actividad enzimática; (1), 

(2),…(2`), (3`),…(2”), (3”), representa el carbono que es modificado, específicamente 

por esa enzima; I, II, III, IV… indica el perfil de resistencia, es decir, el grupo de 

antibiótico para los cuales la enzima confiere resistencia; y a, b, c… indica el locus en 

donde se encuentra el gen, además de las características particulares de las enzimas, 

como la secuencia de los aminoácidos, su conformación tridimensional, punto 

isoeléctrico, entre otros. 

 

Las EIA son normalmente codificadas por genes localizados en plásmidos, 

transposones e integrones, estos elementos genéticos son fundamentales en la 

diseminación de genes de resistencia hacia cepas susceptibles y pueden crear 

problemas epidemiológicos en la resistencia bacteriana (Shaw et al., 1993; Del Solar 

et al., 1995; Davies y Wright, 1997). La diseminación  de los determinantes de 

resistencia a aminoglucósidos pueden originarse entre taxones iguales o diferentes, y 

está  favorecida por la presión selectiva que se ejerce en el ambiente hospitalario, 

debido al constante uso de antimicrobianos (Bush y Miller, 1998; Zembower et al., 

1998). 
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La presencia de un fenotipo en particular, observado en un antibiograma, puede 

deducir el posible mecanismo enzimático, sin embargo, el mecanismo definitivo es 

generado por la aplicación de técnicas moleculares, sobre todo, cuando se realiza con 

propósitos epidemiológicos. K. pneumoniae no presenta resistencia natural a los 

aminoglucósidos, razón por la cual, la resistencia observada para éste grupo de 

antimicrobianos es de tipo adquirida (Struelens, 1998; Labarca, 2002). 

 

Miller et al. (1997), en una investigación realizada en el Hospital Universitario 

de Grecia, encontraron un 85,9% de cepas pertenecientes a la familia 

Enterobacteriaceae resistentes a aminoglucósidos. Entre las cepas aisladas, las más 

frecuentes fueron Escherichia coli (68,2%), Klebsiella spp (12,3%), Enterobacter spp 

(10,4%) y Proteus spp (9,1%). 

 

En un estudio realizado por Vieira et al. (1999), en la unidad neonatal del 

Hospital Universitario  Pedro Ernesto de Rio De Janeiro, encontraron en las heces de 

los recién nacidos, la presencia de cepas de K. pneumoniae productores de EIA con 

resistencia a gentamicina y a otros antimicrobianos. 

   

Hernández et al. (2002), en el Servicio de cirugía del Hospital Chiquinquirá de 

Maracaibo, en pacientes operados de la bilis, identificaron una frecuencia para K. 

pneumoniae de 19,0% y un 4,7% para otras nueve  especies.  En las cepas de K. 

pneumoniae no se detectó resistencia fenotípica a los aminoglucósidos. 

 

Díaz et al. (2004), en una investigación realizada en hospitales de diferentes 

ciudades de Chile, entre los años 1997 y 2003, detectaron la presencia de genes 

codificadores de EIA en cepas de K. pneumoniae, y encontraron con mayor 

frecuencia los genes aac(6`)-Ib y ant(3``)-Ia  y, en menor frecuencia, los genes 

aph(3`)-Ia y aac(3`)-IIa. 
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Briceño y Suárez (2006), en un trabajo realizado en la unidad de cuidados 

intensivos del Hospital Universitario de los Andes de Venezuela, encontraron 66,1% 

de bacterias Gram negativas en pacientes hospitalizados. K. pneumoniae fue aislada 

en 9,7%, y fenotípicamente presentó resistencia para netilmicina, gentamicina y 

amikacina (NetGMAN). 

 

En un estudio realizado por Guzmán (2006), en el Servicio Autónomo Hospital 

Universitario “Antonio Patricio de Alcalá” de Cumaná, se evaluó la presencia de 

genes codificadores de resistencia a aminoglucósidos presentes en integrones de clase 

I, donde se encontró la presencia de los genes aac(6`)-Iq y aadA. 

 

Diversos estudios han estado orientados al descubrimiento de enzimas 

inactivadoras de antimicrobianos, con el propósito de modificar químicamente los 

antimicrobianos existentes y, de esta manera, obtener nuevas drogas que 

permanezcan inactivas ante la enzima, pero que al mismo tiempo conserven la 

actividad antibacteriana (Azucena y Mobashery, 2001). 

  

La mayoría de los microorganismos Gram negativos pertenecientes a la familia 

Enterobacteriaceae están desarrollando resistencia a grupos de antimicrobianos, 

incluyendo los aminoglucósidos, los cuales son empleados de forma rutinaria como 

tratamiento de elección en las enfermedades bacterianas, razón por la cual se hace 

necesario la evaluación fenotípica y molecular de los determinantes de resistencia 

presentes en las cepas de K. pneumoniae ante los aminoglucósidos, ya que éstos son 

empleados en el tratamiento de las infecciones nosocomiales, causadas por dicha 

bacteria en el Servicio Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de 

Alcalá”. 
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METODOLOGÍA 
 

 

Muestras 

 

Se estudiaron 20 cepas de K. pneumoniae, aisladas de pacientes con diagnóstico 

de infección nosocomial e indicación de cultivo y antibiograma, atendidos en las 

diferentes áreas (cuidados intensivos, cirugía y retén) del Servicio Autónomo 

Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”. Las cepas fueron recolectadas 

durante el período comprendido entre marzo 2003 y octubre 2004. 

 

Reactivación de cepas 

 

A partir del medio conservación se procedió a inocular cada cepa bacteriana en 

2 ml de caldo infusión cerebro-corazón (BHI)  y se incubaron por 24 horas a 37ºC, en 

ambiente de aerobiosis. Una vez trascurrido el tiempo y comprobado el crecimiento 

bacteriano, las cepas se sembraron en agar MacConkey (AMC) y se incubaron 

nuevamente, atendiendo a las condiciones anteriores (Koneman et al., 2002, 

MacFaddin, 2003).  

 

Confirmación bacteriológica 

 

Las cepas fueron confirmadas mediante los protocolos convencionales para la 

identificación de bacterias Gram negativas fermentadoras (Koneman et al., 2002). 

Las pruebas bioquímicas que se utilizaron incluyeron, prueba de la oxidasa, 

fermentación de azúcares (medio Kligler), utilización del citrato (Citrato Simmons), 

motilidad, producción de indol, descarboxilación de la ornitina (medio MIO), 

hidrólisis urea (agua peptonada) y vía de utilización de la glucosa (rojo de metilo). 
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Susceptibilidad antimicrobiana 

 

La susceptibilidad antimicrobiana se realizó mediante el método de difusión del 

disco (Bauer et al., 1966), siguiendo los lineamientos para enterobacterias propuestos 

por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2008). Se preparó una 

suspensión bacteriana de la cepa en 4,5 ml de solución salina fisiológica estéril al 

0,85%, a partir de un  crecimiento de 18 horas sembrado en agar tripticasa de soya 

(ATS), ajustado al patrón de 0,5 en la escala de MacFarland, correspondiente a 1,5 x 

108 unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro. Una vez obtenida  la 

turbidez respectiva, se impregnó un hisopo estéril en la  suspensión y se diseminó 

uniformemente sobre la superficie del  agar Mueller Hinton (Himedia). Se ensayaron 

los siguientes agentes antimicrobianos, todos  marca OXOID, amikacina (30 µg), 

netilmicina (30 µg), gentamicina (30 µg), tobramicina (30 µg), estreptomicina (30 

µg) y kanamicina (30 µg). Las placas se  incubaron a 35oC, durante 18 horas en 

ambiente de aerobiosis y, posteriormente, se realizó la lectura de los halos de 

inhibición, empleando una regla  milimetrada. 

 

Los halos de inhibición presentados por cada antimicrobiano se interpretaron 

siguiendo los valores de referencia señalados en la tabla del CLSI como sensible, 

resistente intermedio y resistente (CLSI, 2008). 

 

La calidad de los discos antimicrobianos fue verificada con las cepas controles 

Escherichia coli ATTC 25922. 

 

Fenotipos de resistencia 

 

Los diferentes fenotipos de resistencia se establecieron teniendo en 

consideración el tipo de aminoglucósido que no presentó actividad antimicrobiana in 

vitro para una cepa en particular. Estas designaciones se realizaron de forma 
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arbitraria, asignando a cada fenotipo con números romanos. La búsqueda de los 

diferentes fenotipos se realizó con el propósito de poder predecir el tipo de 

mecanismo enzimático. 

 

Detección de genes codificadores de enzimas inactivantes de aminoglucósidos, 

mediante la técnica reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Para la extracción del ADN total se utilizó el método de lisis propuesto por 

Levesqué et al. (1995). Se tomaron 200 µl de un cultivo bacteriano, el cual tenia un 

crecimiento previo de 18 horas, en caldo Luria-Bertani a 37oC, y se colocaron en un 

tubo eppendorf con  800 µl de agua estéril. Se puso a hervir durante 10 minutos para 

luego centrifugar a 12 000 g durante 3 minutos. El sobrenadante con el contenido de 

ADN total se guardó a -20oC hasta su uso. 

 

Los genes codificadores de aminoglucósidos se determinaron utilizando la 

técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  Para la amplificación se 

emplearon oligonucleótidos específicos para detectar los genes codificadores  de 

enzimas inactivantes de aminoglucósidos (Tabla 2).  

 

Las  condiciones  de  reacción para cada  gen investigado fueron las siguientes:  

Una desnaturalización inicial de 94ºC por 5 minutos, un ciclo con una 

desnaturalización de 96oC por 30 segundos, hibridación 54oC por 1 minuto y 

extensión 72oC por 3 minutos, seguido de 30 ciclos con una desnaturalización de 

94ºC por 30 segundos, hibridación a 52ºC por 30 segundos y extensión a 72ºC por 3 

minutos. Con una extensión final de 72oC por 5 minutos (Díaz et al., 2004). 

 

En cada caso se emplearon 12,5 µl de la polimerasa LPU (2X) de la casa 

comercial Fundaim, 4,0 µl de cada oligonucleótido, para una concentración final 

de 0,48 µmol.l-1 y 4,5 µl del ADN total bacteriano, para obtener un volumen final 
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de reacción de 25 µl. 

 
Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados como iniciadores en la detección de los genes 
codificadores de enzimas inactivantes de aminoglucósidos.  

 
 Gen  
 amplificado  
 

Nombre del 
oligonucleótido Secuencia 

Tamaño 
del 

producto 
(pb) 

Referencia 

aac(3)-IIa aaC2F cgctaaactccgttacc 256 Melano 
et al., 2003 aacC2R tagcactgagcaaagcc 

aac(6`)-Ib aac(6`)-IbF tatgagtggctaaatcgat 395 Senda 
et al., 1996 aac(6`)-IbR cccgctttctcgtagca 

aadB aadBF cgtcatggaggagttggact 303 Díaz 
et al., 2004 aadBR cgcaagacctcaaccttttc 

aadA aadAF atgaggaagcggtgatcgcc 742 Mazel 
et al., 2000 aadAR tcttccaactgatctgcgcgc 

aph(3`)-Ia aphA1F attcaacgggaaacgtcttg 399 Díaz 
et al., 2004 aphA1R aacaggaatcgaatgcaacc 

 
Los productos de la PCR se observaron en un gel de agarosa al 1,5%, el cual se 

preparó disolviendo 1,5 g de agarosa en 100 ml de buffer TBE1X (stock 10X: tris 

base 0,89 mol.l-1, ácido bórico 0,89 mol.l-1, EDTA 0,02 mol.l-1). Este buffer además, 

se utilizó para realizar las migraciones electroforéticas (80 voltios durante una hora, 

aproximadamente) de los productos amplificados. 

 
Para estimar el tamaño del fragmento de ADN amplificado, se utilizó  el 

marcador  de peso molecular  ADN Ladder (GeneRuler TM) de masa molecular 

12 000 pb, el cual se colocó en el gel junto a las muestras y los controles de la 

PCR. Los geles se colorearon con solución de bromuro de etidio 0,5 µg. ml-1, 

durante 10 minutos y el exceso se eliminó manteniendo el gel en agua durante 5 

minutos. Los productos amplificados se detectaron  en el gel, mediante la 

observación a través de un transluminador de luz ultravioleta, para finalmente 

ser fotografiados y analizados. 
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Como control positivo de la PCR se emplearon cepas de K. pneumoniae que 

contenian los genes a determinar (Tabla 3), como control negativo: se empleó la cepa 

de E. coli J62-2 (CVCM Nº 131), la cual no presenta genes codificadores de enzimas 

inactivantes de aminoglucósidos. 

 

Tabla 3. Cepas de K. pneumoniae empleadas como control positivo de la PCR  

AN: amikacina, K: kanamicina, GM: gentamicina, Tob: tobramicina, Net: netilmicina, S: 
estreptomicina 

 

Análisis de los datos 

 

Para el análisis de los resultados se empleó la estadística descriptiva, las cuales 

se expresaron en tablas y figuras (Dawson y Robert, 1997). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cepa Designación Gen Fenotipo 

0 1A Kp01A aac(3”)-IIa  ANKGMTobNetS 

24 Kp24 aadA  ANKGMTobNet 

28 Kp28 aac(6`)- I ANKGMTobNet 

 28 Kp28 aph(3`)-Ia   ANKGMTobNet 

M7 KpM7 aadB ANKGMTobNetS 
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RESULTADOS 
 

 

En la figura 1, se muestra la susceptibilidad antimicrobiana que presentaron las 

cepas de K. pneumoniae frente a los aminoglucósidos ensayados, en ella se observa 

que el 100,0% fue resistente a tobramicina (Tob), 95,0% a kanamicina (K), amikacina 

(AN) y gentamicina (GM) y 85,0% a estreptomicina (S). La netilmicina (Net) fue el 

aminoglucósido que demostró tener mejor actividad antimicrobiana in vitro, aun 

cuando el 50,0%  de las cepas fue resistente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Susceptibilidad antimicrobiana presentada por las cepas de Klebsiella 
pneumoniae a los aminoglucósidos ensayados. AN: amikacina, GM: gentamicina,  Tob: 

tobramicina, Net: netilmicina, S: estreptomicina. 

 

Con el análisis de los resultados de susceptibilidad antimicrobiana se 

obtuvieron cinco (5) fenotipos diferentes (Tabla 4). El mayor porcentaje de 
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frecuencia lo presentó el fenotipo I (KSNetGMANTob) y II  (KSGMANTob) con un 

40,0%. En menor frecuencia se encontraron los fenotipos III (KNetGMANTob), IV 

(TobGMS) y V (ANTobK). 

 

Tabla 4. Fenotipos de susceptibilidad a los aminoglucósidos presentes en las cepas 
nosocomiales de K.  pneumoniae. 

Aminoglucósidos  
Fenotipos   AN  GM Net Tob K   S Cepas Porcentajes (%) 

I R R R R R R 8   40,0 
II R R S R R R 8   40,0 
III R R R R R S 2   10,0 
IV S R S R S R 1     5,0 
V R S S R R S 1     5,0 

Total 95 95 50 100 95 85 20    100 
AN: amikacina, K: kanamicina, GM: gentamicina, Tob: tobramicina, Net: netilmicina y S: 
estreptomicina 
 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 2. Productos de la amplificación de los genes codificadores de la enzima 
aminoglucósido adeniltransferasa ANT(3”)-Ia y ANT(2”)-Ia. A: Gen aadA. Línea 1 

Cepa Kp24 (control positivo), líneas 2-5 cepas 02, 03, 04 y 05, líneas 6-11 cepas 07, 08, 09, 10, 11 
y 12, líneas 12-13 cepa 19 y 20, línea 14 cepa E. coli J62-2 (control negativo). B: Gen aadB. Línea 
1 a 8. Cepa KpM7 (control positivo), cepa 12, cepa 10, cepa 19, cepa 20, cepa 08, cepa 13 y cepa 

E. coli J62-2 (control negativo). M: marcador de peso molecular. 
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La figura 2 muestra los resultados de la prueba de PCR para los genes que 

codifican las enzimas aminoglucósidos adeniltransferasas. Se encontró que doce 

cepas presentaban el gen aadA y seis el gen aadB (Tabla 5).  

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

Figura 3. Productos de la amplificación de los genes codificadores de la enzima 
aminoglucósido acetiltransferasa AAC(3)-IIa y aminoglucósido fosfotransferasa 
APH(3`)-Ia. A: Gen aac(3)-IIa. Línea 1 a 6. E. coli J62-2 (control negativo), cepa 01, cepa 12,  

cepa 13, cepa 14 y cepa Kp01A (control positivo). B: Gen aph(3`)-Ia Línea 1 a 3. Cepa Kp28 
(control positivo), E. coli J62-2 (control negativo) y cepa 14. M: marcador de peso molecular. 

 

La figura 3 muestra los resultados de la prueba de PCR para los genes que 

codifican las enzimas aminoglucósidos acetiltransferasas y aminoglucósidos 

fosfotransferasas. Se encontró que cuatro cepas presentaban el gen aac(3)-IIa y sólo 

la cepa 14 presentó el gen aph(3`)-Ia (Tabla 5). 

 

Se identificaron cuatro tipos de genes que codifican enzimas inactivantes de 

aminoglucósidos. El gen  más frecuente fue aadA o ant(3”)-Ia con un 60,0%, seguido 

del gen aadB o ant(2”)-Ia (30,0%). aac(3)-IIa se detectó en un 20,0% y en menor 

proporción se encontró el gen aph(3`)-Ia (5%). El gen aac(6`)-Ib no se encontró en 

las cepas estudiadas (figura 4). 
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Figura 4. Distribución de genes codificadores de enzimas inactivantes de 

aminoglucósidos (EIA) detectados en las cepas de K. pneumoniae. 
 

La tabla 5 muestra los diferentes fenotipos y genes detectados en las cepas de 

K. pneumoniae, en ella se observa la presencia de más de un gen, en siete (7) de las 

cepas que fueron resistente a casi todos los aminoglucósidos. La cepa K. pneumoniae 

12 presentó los genes aadA, aadB y aac(3)-IIa; las cepas K. pneumoniae 08, 10, 19 y 

20 expresaron los genes aadA y aadB, respectivamente. En la cepa K. pneumoniae 13 

se detectó la presencia de los genes aadB y aac(3)-IIa y en la cepa K. pneumoniae 14 

se encontraron los genes aph(3`)-Ia y aac(3)-IIa.   
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Tabla 5. Fenotipos y genes codificadores de enzimas inactivantes de 
aminoglucósidos encontrados en las cepas de K. pneumoniae. 

AN: amikacina, K: kanamicina, GM: gentamicina, Tob: tobramicina, Net: netilmicina y S: 
estreptomicina 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepas aadA aadB aph(3`)-Ia aac(3)-IIa Fenotipos 
01 - - - + KSNetGMANTob 
02 + - - - KSNetGMANTob 
03 + - - - KSNetGMANTob 
04 + - - - KSNetGMANTob 
05 + - - - KSGMANTob 
06 - - - - KANTob 
07 + - - - KSGMANTob 
08 + + - - KSGMANTob 
09 + - - - KSGMANTob 
10 + + - - KSGMANTob 
11 + - - - KSGMANTob 
12 + + - + KNetGMANTob 
13 - + - + TobGMS 
14 - - + + KNetGMANTob 
15 - - - - KSGMANTob 
16 - - - - KSNetGMANTob 
17 - - - - KSGMANTob 
18 - - - - KSNetGMANTob 
19 + + - - KSNetGMANTob 
20 + + - - KSNetGMANTob 
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DISCUSIÓN 

 

 

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de carácter mundial y 

un tema de preocupación para las instituciones responsables de la salud, siendo a su 

vez, uno de los más importantes problemas de la medicina moderna (Pedroza et al., 

2001). En los últimos años se ha observado un incremento en el porcentaje de las 

infecciones causadas por K. pneumoniae en salas pediátricas, especialmente, en 

recién nacidos que presentan cuadros de septicemias y meningitis,  hospitalizados en 

el área de cuidados intensivos, así mismo, se han reportado brotes de K. pneumoniae 

multiresistentes en diversas áreas hospitalarias. 

 

El uso constante e inadecuado de los antimicrobianos empleados en el 

tratamiento de las infecciones causadas por bacterias pertenecientes a la familia 

Enterobacteriaceae, ha traído como consecuencia la aparición de cepas 

multiresistentes a diversos tipos de antimicrobianos, especialmente a los 

aminoglucósidos (Perozo et al., 2007). 

 

En el presente estudio, los resultados obtenidos de la susceptibilidad antimicrobiana 

ante los aminoglucósidos, muestran un elevado porcentaje de cepas resistentes, 

específicamente a tobramicina, gentamicina, kanamicina, amikacina y estreptomicina. 

estos hallazgos reflejan que estas resistencias pueden deberse al empleo empírico, 

amplio y generalizado, de estos antibióticos en el centro hospitalario, lo que genera 

una presión selectiva, que favorece la supervivencia y selección de las bacterias que 

adquirieron los determinantes de resistencia. La aparición y persistencia de cepas 

resistentes a los antimicrobianos, constituye el principal factor que induce a fallas en 

el tratamiento. Al respecto, Palomino y Pachón (2003), señalan que el utilizar 

constantemente y de forma arbitraria a los aminoglucósidos en el tratamiento de las 
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infecciones causadas por K. pneumoniae, ha incidido en la aparición de cepas 

resistentes,  sobre todo en las unidades de cuidados intensivos, donde estos superan el 

60%.  

 

Diversos investigadores han reportado resultados similares a los encontrados 

en esta investigación (Rossi et al., 1999; Rodríguez et al., 2003; Díaz et al., 2004; 

Espinal et al., 2004; Briceño y Suaréz 2006). Jones et al. (2005), en un trabajo 

realizado con el propósito de detectar genes de resistencia asociados a integrones de 

clase I, en cepas de K. pneumoniae, encontraron porcentajes elevados de cepas 

resistentes a amikacina (47,1%), kanamicina (84,3%), tobramicina (82,4%) y 

gentamicina (72,5%). Así mismo, Perozo et at. (2007), en la Unidad de Cuidados 

Intensivos del Hospital Universitario de Maracaibo, reportaron 59 cepas de K. 

pneumoniae resistentes a diferentes antimicrobianos, incluyendo los 

aminoglucósidos.  

 

En la presente investigación se encontraron cinco fenotipos de resistencia. El 

fenotipo I fue el más frecuente, éste se caracterizó, por presentar resistencia a todos 

los aminoglucósidos, en segundo lugar se encontró el fenotipo II, el cual presentó 

resistencia a todos los aminoglucósidos a excepción de netilmicina, el resto de los 

fenotipos (III, IV y V) se encontraron en menor porcentaje. De acuerdo con los 

resultados fenotípicos, la mayoría de las cepas de K. pneumoniae presentan patrones 

complejos, hallazgo que pone de manifiesto la posible presencia de mecanismos de 

resistencia combinados en una misma cepa. La presencia de fenotipos con resistencia 

a varios aminoglucósidos, sugiere la presencia de más de una enzima inactivante, las 

cuales en combinación, son capaces de producir un amplio espectro, que puede 

inactivar a todos los aminoglucósidos disponibles. 
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De acuerdo con los resultados encontrados en la presente investigación, es 

difícil deducir inequívocamente, a partir del perfil fenotípico, los mecanismos 

enzimáticos  específicos involucrados en la resistencia a los aminoglucósidos, debido 

a la complejidad de los patrones, por lo que hay que recurrir a los métodos 

moleculares, para poder comprobar la existencia de los genes que codifican enzimas 

capaces de inactivar a este grupo de antimicrobianos.  

 

A nivel mundial se han reportado la existencia de diversos patrones 

fenotípicos de susceptibilidad contra los aminoglucósidos. Neonakis et al. (2003), 

revelaron la presencia del fenotipo KNetANTob en cepas de Klebsiella spp, aisladas 

en diferentes hospitales de Grecia, y Shahid y Malik (2005) reportaron  los fenotipos 

de resistencia KNetGMTobNeo  y KNetANTobNeo en  cepas de  P. aeruginosa, 

aisladas de pacientes hospitalizados en dos centros médicos de la India.  

 

Guzmán (2006), realizó un estudio de susceptibilidad antimicrobiana a 29 

cepas de K. pneumoniae, aisladas de diferentes áreas de hospitalización del 

SAHUAPA, durante los meses enero-diciembre del año 2003 y reportó el fenotipo 

KSNetGMANTob como el más frecuente.  La presencia y permanencia de 

KSNetGMANTob durante el periodo 2003-2004, pone de manifiesto que éste 

fenotipo se encuentra circulando entre las cepas de K. pneumoniae, y lo más probable 

entre cepas pertenecientes a la misma familia.  Por otra parte, Lárez (2008), reportó la 

presencia del fenotipo KSNetGMANTobDbkNeo pero en cepas de Acinetobacter.  

 

La investigación de los genes codificadores de enzimas inactivantes de 

aminoglucósidos,  mediante la técnica de PCR, reveló la presencia  de los genes 

aadA, aadB, aac(3)-IIa y aph(3`)-Ia. El gen que se encontró con mayor frecuencia 

fue aadA, el cual codifica para una enzima de tipo aminoglucósido adeniltransferasa, 

que confiere resistencia a estreptomicina y espectomicina, mediante un proceso de 
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adenilación que modifica la posición 3” del grupo hidróxilo de ambos compuestos 

(Guerra et al., 2000; Vakulenko y Mobashery, 2003; Kim et al., 2007; Rao et al., 

2008). 

 

El gen aadA se ha  encontrado asociado a integrones de clase I, lo cual ha 

permitido su diseminación entre bacilos Gram negativos, Enterococcus spp y S. 

aureus, condición que es favorecida por la presión selectiva que se ejerce en el 

ambiente hospitalario, debido al uso inadecuado de los antimicrobianos. Al comparar 

los fenotipos observados en las cepas de K. pneumoniae estudiadas en este trabajo 

con la presencia de éste gen, se puede evidenciar que la resistencia a la estreptomicina 

en las diferentes cepas se debe en parte a la presencia de este gen, sin embargo, no 

pueden descartarse la presencia de otros mecanismos involucrados en la resistencia a 

estreptomicina. 

 

El gen aadB se detectó en seis cepas de K. pneumoniae, este gen codifica para 

una enzima tipo aminoglucósido adeniltransferasa que confiere resistencia a 

gentamicina, tobramicina y kanamicina (Guerra et al., 2000; Vakulenko y 

Mobashery, 2003). Al correlacionar la presencia de éste gen con el fenotipo 

expresado por las cepas, se logró observar resistencia a los antimicrobianos antes 

señalados, razón por la cual es probable, que el gen aadB sea el responsable de dichas 

resistencias, sin embargo, hay que tener presente que otras enzimas (APH2”-Ia, Ib, Id, 

Ic; aac(6’)-II; aac(3)-IIIa) no detectadas en este estudio, pueden de igual forma ser 

responsables de la resistencia a gentamicina, tobramicina y kanamicina.   

 

Los genes aadA y aadB están ampliamente diseminados entre diversas 

especies de la familia Enterobacteriaceae y Pseudomonacea y han sido localizados 

en distintos elementos genéticos, como plásmidos conjugativos, no conjugativos, 

integrones y transposones, condición que asegura la diseminación de dichos genes 
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entre bacterias de la misma o diferentes especies (Kim et al., 2007)  

 

En cuanto a los genes que codifican para las enzimas aminoglucósidos 

acetiltransferasas, en las cepas estudiadas solo se encontró el gen aac(3)-IIa, que 

codifica la enzima AAC(3)-IIa, la cual modifica la posición 6` del grupo amino de los 

antimicrobianos  tobramicina, gentamicina y netilmicina. Los resultados encontrados 

en la presente investigación no concuerdan con los reportes hechos por diversos 

investigadores a nivel mundial quienes señalan que la enzima aminoglucósido 

acetiltransferasa aislada con mayor frecuencia en cepas de Klebsiella e incluso otras 

enterobacterias, es la AAC(6’) (Shaw et al., 1993; Miller et al., 1997 y Bellaaj et al., 

2003; ).  

 

En este trabajo también se detectó la presencia del gen aph(3`)-Ia, en una cepa 

de K. pneumoniae, éste gen codifica una fosfotransferasa capaz de conferir resistencia 

a kanamicina, mediante modificación en la posición 3` del grupo hidróxilo. A nivel 

latinoamericano este gen es reportado con una elevada frecuencia en cepas de K 

pneumoniae (Díaz et al., 2004). Tomando en consideración, los distintos genes 

presentes en las cepas estudiadas, existe una baja frecuencia de los mismos con 

respecto a los reportes emitidos por diversos investigadores  (Vakulenko y 

Mobashery, 2003; Shahid y Malik, 2005).  

 

Neonakis et al. (2003), en el Hospital Universitario de Grecia, determinaron la 

presencia de genes codificadores de diversas enzimas inactivantes de 

aminoglucósidos en cepas de enterobacterias, entre ellas, Klebsiella spp. El gen que 

detectaron con mayor frecuencia fue aac(6`)-Ib en un 66,7% y aadB en %. Los  

resultados obtenidos en la presente investigación solo coincide en el reporte de los 

genes aadB, ya que en las cepas de K. pneumoniae estudiadas no se encontró  genes  

aac(6’)-Ib. Por otra parte, Gallardo et al. (2003), en un trabajo realizado en cepas de 
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S. typhimurium encontraron con mayor frecuencia los genes aadA1a y aadA2, 

resultados similares a los encontrados en las cepas de K. pneumoniae empleadas en 

este estudio.  

 

En Venezuela son escasas las investigaciones realizadas donde se hayan 

evaluados los determinantes genéticos que codifican enzimas inactivantes de 

aminoglucósidos.  Al respecto, Pedroza et al. (2001), encontraron la presencia del gen 

aac(6)I-c en cepas de bacilos Gram negativos de origen hospitalario. Guzmán (2006), 

detectó mediante secuenciación, la presencia de los genes aac(6`)-Iq, aadA1 y aadB 

en cepas de K. pneumoniae, como parte de la región variable en integrones de la clase 

I. Lárez (2008), demostró la presencia del gen aph(3’)-IV en cepas de A. baumannii.  

 

En esta investigación no se encontró una correlación entre el fenotipo 

expresado y la presencia de los genes detectados, ya que en muchos casos, cepas con 

fenotipos iguales presentaron genes diferentes o no amplificaron ningún gen. Este 

hecho es de gran interés, debido a que permite inferir que las diferentes resistencias 

observadas, pueden deberse a la presencia de otros mecanismos no enzimáticos, como 

disminución en la permeabilidad, mutación a nivel ribosomal e incluso, a la presencia 

de otras enzimas no detectadas en este estudio. También  se pudo observar un caso 

(cepa 12) donde se detectó el gen aadA, pero la cepa no expreso el fenotipo de 

resistencia a estreptomicina. Al respecto, se puede considerar como posible causa a 

este hallazgo, la represión del gen  o a una posible localización al final de la región 

variable de un integron clase I, donde se ha confirmado la presencia de promotores 

débiles,  que no logran expresar los últimos casetes integrados en esta región. 

 

Los genes que codifican las enzimas inactivantes de aminoglucosidos están 

generalmente localizados en elementos genéticos móviles, como plásmidos 

conjugativos y transposones, lo que garantiza la diseminación de los genes entre 
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bacterias de una misma especie o especies diferentes, sin embargo, en las últimas 

décadas, la resistencia a aminoglucósidos se ha asociado a la presencia de ciertas 

estructuras genéticas conocidas como integrones (Guessous et al., 1996; Mingeot-

Leclercq et al., 1999; Ishikawa et al., 2000; Alonso et al., 2005; Kim et al., 2007; 

Rao et al., 2008). 

 

Debido al auge epidémico que ha venido tomando Klebsiella a nivel 

hospitalario, se hace necesario el uso racional de antibióticos como parte fundamental 

de las medidas de prevención contra el surgimiento de infecciones causadas por estos 

microorganismos, además de la realización de estudios microbiológicos periódicos, 

para la determinación de agentes causales existentes en un área determinada y su 

resistencia antibiótica, ya que esto podría ser útil en la optimización de la terapia 

empírica aplicada. 
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CONCLUSIONES 
 

 

Se encontró un elevado porcentaje  de cepas resistentes a los aminoglucósidos, 

siendo netilmicina el aminoglucósido con mejor actividad antimicrobiana. 

 

Los fenotipos de resistencia mayormente expresado por las cepas de  Klebsiella 

pneumoniae fueron los fenotipos I (ANGMTobSNetK) y II (KSGMANTob). 

 

La resistencia a los aminoglucósidos detectada en las cepas de K.  pneumoniae 

utilizadas en la presente investigación, se debe en parte a la presencia aislada o 

combinada de los genes aadA, aadB, aac(3)-IIa, y aph(3`)-Ia.  
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RECOMENDACIONES 
 

 

Rotar periódicamente los agentes antimicrobianos utilizados en cada área 

hospitalaria,  limitando el uso de los antimicrobianos de amplio espectro, para evitar 

la diseminación de cepas multirresistentes. 

 

Continuar con la búsqueda de otros posibles mecanismos de resistencia 

antimicrobiana que pudieran estar presentes en las cepas incluidas en este estudio, 

con el fin de aportar datos que puedan ayudar al avance de las investigaciones. 

 

Determinar los diferentes elementos genéticos involucrados en la diseminación 

de la resistencia, con el fin de conocer la ubicación específica de los genes y sus 

posibles mecanismos de transferencia. 
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