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Resumen: Las infecciones por Klebsiella pneumoniae, constituyen un problema creciente en los centros hospitalarios. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar la resistencia a los aminoglucosidos, asi como la presencia de genes que codifican enzimas modificadoras
de aminoglucosidos (EMA) en aislados intrahospitalarios de Klebsiella pneumoniae. Se analizaron 56 cepas provenientes de pacientes con
diagnostico de infeccion intrahospitalaria del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, durante el periodo enero-septiembre de
2008. Se determino la susceptibilidad antimicrobiana mediante los métodos de difusion y dilucion en agar, siguiendo los lineamientos del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio. Se empled la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar los
genes que codifican EMA. Se encontr¢ resistencia a gentamicina y tobramicina en el 33,9% y 35,7%, respectivamente. Los fenotipos de
resistencia a aminoglucosidos mas frecuentes fueron I (ANGMKTob) y II (GMKTob). Se identificaron los genes aadA (21,4%), aac(3)-1la
(16,1%), aadB (14,3%), aac (6)-1b (3,6%) y aph (3)-1a (1,8%). En 10 cepas se observo la presencia de mas de un gen y en 13 cepas se
correlaciond el fenotipo con los genes encontrados. La resistencia a los aminoglucésidos en los aislados evaluados se debe, principalmente,
a enzimas de tipo acetiltransferasas.
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Identification of genes encoding aminoglycoside-modifying enzymes of Klebsiella
pneumoniae nosocomial isolates

Abstract: Klebsiella pneumoniae infection is a growing problem in hospitals. The objective of this study was to evaluate resistance to
aminoglycosides and detection of genes encoding for aminoglycoside modifying enzymes (AME) in hospital isolates of K. pneumoniae.
Fifty-six isolates from patients with diagnosis of nosocomial infection at the University Hospital Antonio Patricio de Alcala, during the
period January to September 2008 were included for study. Antimicrobial susceptibility was determined by the methods of diffusion
and agar dilution, following the Institute for Clinical and Laboratory Standards Guidelines. Genes encoding AME were determined by
the polymerase chain reaction procedure. Resistance results for Gentamycin were 33.9% and for Tobramycin 35.7%. Aminoglycoside
resistance phenotypes most frequently identified were I (ANGMKTob) and II (GMKTob). The genes involved were aadA (21.4%), aac(3)-
Ila (16.1%), aadB (14.3%), aac (6°)-1b (3.6%) y aph (3°)-Ia (1.8%) For 10 of the isolates studied more than one gene was identified. In 13
isolates the phenotype corresponded to the genes found. Aminoglycoside resistance in the isolates studied is mainly due to the presence of
acetyltransferase enzymes.
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Introduccion

Las infecciones bacterianas causadas por Klebsiella
pneumoniae, son consideradas un problema creciente en
los centros hospitalarios. A partir de 1998 en Venezuela y

América Latina esta bacteria se ubica entre los principales
patdgenos oportunistas causantes de cuadros clinicos a nivel
intrahospitalario [1]. Debido a que la terapia antimicrobiana
es la unica alternativa eficaz para combatirla, su amplio uso
ha aumentado las tasas de resistencia, principalmente a los
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B-lactamicos, aminoglucésidos y quinolonas [2].

Los aminoglucésidos representan un grupo de
antimicrobianos de amplio espectro que son utilizados para
el tratamiento de la infecciones por bacterias gramnegativas
y ejercen su actividad inhibiendo la sintesis de proteinas
mediante la unién al ARNr 16S [3]. El principal mecanismo
de resistencia a los aminoglucésidos en K. pneumoniae es
la produccion de enzimas modificantes de aminoglucosidos
(EMA) las cuales catalizan la modificacion covalente de
los grupos aminos e hidroxilos del compuesto, generando
cambios quimicos que llevan al antimicrobiano a unirse
débilmente a los ribosomas bacterianos. Existen mas de 50
tipos de EMA reportadas y entre las mas frecuentemente
detectadasenenterobacterias se encuentranacetiltransferasas
(AAC), adeniltransferasas (ANT) y fosfotransferasas
(APH). Su accion se evidencia fenotipicamente en una
resistencia de alto nivel de expresion en las cepas; el nivel
de resistencia resultante depende de varios factores entre los
cuales se pueden mencionar: la produccion de la enzima, la
eficacia catalitica y el tipo de aminoglucosido [4,5].

Otros mecanismos de resistencia a los aminoglucosidos
reportados son: impermeabilidad de la membrana
externa, disminucion de la concentracion intracelular del
antimicrobiano y metilacion postranscripcional del ARNT,
mecanismo en el cual se han identificado los genes armaA,
rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE 'y npmA [6-8].

Las EMA son usualmente codificadas por genes
localizados en plasmidos, transposones e integrones,
elementos genéticos fundamentales en la transferencia y
diseminacion de genes de resistencia a cepas susceptibles,
los cuales pueden complicar los problemas epidemiolégicos
de la resistencia bacteriana, motivado, a que por lo general,
también portan otros genes que confieren resistencia a
diversos compuestos [9-11].

Los posibles mecanismos enzimaticos se pueden inferir
segun los resultados que refleje un antibiograma. La
presencia de AAC(6°)-Ib se sugiere cuando se encuentra
resistencia de alto nivel a kanamicina, tobramicina y
amikacina. Resistencia de alto nivel a kanamicina y
sensibilidad a tobramicina y gentamicina es indicativo
de APH(3’)-la. Resistencia a kanamicina, gentamicina
y tobramicina, son producidas por la enzima AAC(3’)-
IIa, asi como ANT(2”)-1. Resistencia a estreptomicina y
espectinomicina son producidas por ANT(3”)-11a [4,5].

La resistencia a aminoglucdsidos estd incrementandose
cada vez mas a nivel mundial; en K. pneumoniae se
ha reportado resistencia a amikacina, gentamicina y
tobramicina, con porcentajes que varian de 32 a 53%,
mediada principalmente por enzimas AAC(6’) presentes
en moléculas plasmidicas e integrones y asociadas a
enzimas [-lactamasas [12]. La detecciéon de genes de
resistencia es una herramienta muy util en el seguimiento
epidemiologico de especies bacterianas resistentes a los
antimicrobianos en un centro hospitalario, asi como en
el control de las diferentes estrategias de tratamiento. En
el Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala” (SAHUAPA) Cumana, estado Sucre, no

se han realizado estudios con el propdsito de conocer los
genes que codifican las EMA en cepas de K. prneumoniae;
solo se cuenta con un reporte donde se detectaron los genes
aaC(6)-1q, aadB y aadA como parte de la region variable
de integrones de la clase I [13]. Por este motivo, el objetivo
del estudio fue evaluar la resistencia a aminoglucosidos
mediante pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y la
identificacion de genes que codifican EMA en aislados
intrahospitalarios de K. pneumoniae.

Materiales y métodos

Aislamientos bacterianos: Durante el periodo de enero
a septiembre de 2008 se recolectaron 56 aislados de K.
pneumoniae, provenientes de pacientes con diagndstico
clinico de infeccion intrahospitalaria, atendidos en las
diferentes areas de hospitalizacion del Servicio Autéonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”,
(SAHUAPA). Como criterio de seleccion de las cepas se
escogid un aislado por paciente, teniendo en consideracion
que éste cumpliera con los criterios establecidos para
infecciones intrahospitalarias [14]. El trabajo se realizd
respetando las normas de bioética para trabajos de
investigacion en seres humanos [15].

Pruebas  de  susceptibilidad  antimicrobiana: La
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos se realizd
mediante el método de difusién en agar y concentracion
minima inhibitoria (CMI), siguiendo los lineamientos
propuestos para enterobacterias por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (del inglés: Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI) [16].

Por el método de difusion en disco se ensayaron los
aminoglucésidos: amikacina (AN, 30 pg), gentamicina
(GM, 30 pg), tobramicina (Tob, 30 pg) y kanamicina (K, 30
ng). Los resultados se reportaron segtin las recomendaciones
del CLSI (16) en las categorias de interpretacion sugeridas.

Para evaluar la CMI se aplicod el método de dilucion en
agar, empleando los mismos aminoglucdésidos seleccionados
para el método de difusion. Los compuestos activos fueron
preparados a concentraciones desde 0,5 a 256 pg/mL. Se
utiliz6 como control de los ensayos de susceptibilidad
antimicrobiana las cepas Escherichia coli ATCC 25922 y
K. pneumoniae ATCC 700603.

Los resultados obtenidos por difusion en disco y CMI se
clasificaron segun la concordancia entre ellos en: acuerdo,
error menor, error mayor y error maximo; considerando
a la CMI como método de referencia. Acuerdo: cuando
por ambas técnicas se encontraron los mismos resultados;
error menor: cuando el resultado por difusion en disco era
intermedio y por CMI sensible; error mayor: cuando por
difusion en disco daba resistente y CMI sensible y error
maximo cuando por difusion en disco daba sensible y CMI
resistente.

Para establecer los fenotipos de resistencia se tomaron en
consideracion los resultados del método de concentracion
minima inhibitoria. Cada fenotipo se identifico con
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nimeros romanos segun la resistencia obtenida para los
antimicrobianos ensayados.

Identificacion molecular de los genes mediante reaccion en
cadena de la polimerasa: La extraccion del ADN gendmico
se realizd empleando el estuche comercial Wizard®
Genomic (Promega). Los genes que codifican EMA (aadA,
aadB, aac(6’)-1b, aac(3’)-lla'y aph(3’)-1a) se determinaron
utilizando la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), y se investigaron en todos los aislados
de K. pneumoniae. Para la amplificacion se emplearon
los oligonucledtidos propuestos por Diaz y col. [17]. Las
condiciones de reaccion para los genes investigados fueron
las siguientes: desnaturalizacion a 96 °C por 30 segundos,
hibridacién a 52 °C por 30 segundos y extension a 72 °C
por 30 segundos durante un tiempo total de 30 ciclos,
con una extension final de 72 °C por 10 minutos. En cada
caso se emplearon 12,5 pL de master Mix 2X de la casa
comercial Promega, 4,0 uL. de cada oligonucleotido, para
una concentracion final de 0,48 pmol.l" y 4,5 uL del ADN
gendmico, hasta obtener un volumen final de reaccion
de 25 pL. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un
termociclador marca Techne® (TC-312). Los productos
fueron corridos en geles de agarosa al 2,0%, coloreados con
bromuro de etidio y visualizados en un equipo Gel Doc™
(Bio-Rad).

Andalisis de los resultados: El analisis de los resultados se
realizd, empleando porcentajes de frecuencias; para ello, se
elaboraron tablas y figuras de los datos obtenidos mediante
el programa estadistico SPSS version 11.5.

Resultados

En la tabla 1 se muestra la resistencia de K. pneumoniae a
los aminoglucdsidos ensayados. La CMI se manifesto en un
rango de 64 a 256 pg/ml (Tabla 2), obteniéndose porcentajes
menores de cepas resistentes a amikacina y kanamicina, con
respecto a tobramicina y gentamicina.

Al comparar los resultados obtenidos por el método de
difusion en disco y por CMI, se encontrd errores menores
y mayores. El error mayor se manifestd en tres aislados

Tabla 1. Resistencia antimicrobiana presentada por los aislados
intrahospitalarios de Klebsiella pneumoniae. Servicio Autonomo Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (SAHUAPA). Cumana, estado
Sucre. Enero-septiembre 2008.

Difusion en agar (%) CMI
Antimicrobiano
R (%) 1 (%) R (%)
Amikacina 14(25,0) 2(3,6) 11(19,6)
Kanamicina 18(32,1) 2(3,6) 16(28,6)
Gentamicina 17(30,4) 3(5,4) 19(35,7)
Tobramicina 16(28,6) 4(7,1) 20(33,9)

CMI: concentracion minima inhibitoria; R: resistencia; I: susceptibilidad
intermedia.

resistentes a amikacina y dos a kanamicina, los cuales,
por el método de difusion eran resistentes y por CMI se
manifestaron como sensibles.

Con el analisis de los resultados de susceptibilidad
antimicrobiana obtenidos por CMI se establecieron tres
fenotipos diferentes para los aminoglucésidos. Los fenotipos
I (KGMANTob) y II (KGMTob) fueron los mas prevalentes
con 50% y 45% respectivamente; en menor porcentaje se
encontr6 el fenotipo 111 (KANTob) con 5%. El fenotipo 1
estuvo representado por cepas que mostraron resistencia a
todos los aminoglucésidos ensayados en este estudio.

Los genes detectados mediante PCR revelaron
21,4%, 143% y 16,1%, de aadA, aac(3')-lla y aadB
respectivamente. En menor proporcion se encontr el gen
aac (6°)-1b con 3,6% y aph (3°)-Ia con 1,8%. El estudio
permitié la deteccion de aislados con igual fenotipo pero
con distintos genes; tal es el caso de los aislados 801 y 805.
En el fenotipo I se agruparon aislados con resistencia a
todos los aminoglucosidos ensayados y portadores solo del
gen aadA, el cual codifica una enzima que no modifica a
dichos antimicrobianos (Tabla 2).

Discusion

El hecho de utilizar ampliamente a los aminoglucosidos
para tratar a las infecciones causadas por bacilos
gramnegativos, ha incidido en el incremento de los niveles
de resistencia de manera alarmante, sobre todo en las
unidades de cuidados intensivos, donde estos superan el
60%, aproximadamente [18].

Los aminoglucédsidos que se emplean como opcion
terapéutica para el tratamiento de infecciones causadas
por enterobacterias son amikacina, tobramicina y
gentamicina, razon por la cual fueron los que se evaluaron
en esta investigacion. De ellos, amikacina resultd tener
mejor actividad contra los aislados. Los porcentajes de
resistencia a los aminoglucosidos en el centro hospitalario
han tenido fluctuaciones. Al evaluar los resultados de
la presente investigacion, se evidencian porcentajes de
resistencia similares a los obtenidos durante un estudio
de susceptibilidad realizado en el mismo centro durante el
afio 2005, pero inferiores, a los reportados durante los afios
2003 y 2004 [13,19]. En el ambito nacional ¢ internacional
otros investigadores han descrito porcentajes similares;
sin embargo, Perozo y col. en el Hospital Universitario
de Maracaibo-Venezuela, encontraron 71,4% de aislados
resistentes a tobramicina, 46,7% a gentamicina y un 40,0%
a amikacina [11,20-22].

Los resultados obtenidos mediante los dos métodos
empleados para determinar la resistencia revelan
discrepancias en los resultados del antibiograma, aspecto
que pone de manifiesto la importancia de la lectura
interpretada del mismo, ya que el analisis de los resultados
fenotipicos se fundamenta en el conocimiento de los
diferentes mecanismos de resistencia y su expresion; es
por este motivo que siempre se debe tener presente que el
objetivo principal de la evaluacion de la susceptibilidad
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Tabla 2. Fenotipos y genes que codifican enzimas modificadoras de aminoglucésidos en aislados de Klebsiella pneumoniae
procedentes del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumand, estado Sucre. Enero-septiembre

2008.
CMI (ng/mL)
Cepa  Procedencia Muestra Fenotipo Genes
AN K Tob GM

801 UCI Sangre 64 128 128 128 I aac(3)-1la
802 ucCl Sangre 64 128 128 128 I aac(3)-1la
805 ucI Secrecion 128 256 128 256 I aadA

806 Retén Secrecion 8 256 256 256 1I aadA'y aadB
808 Medicina Orina 256 256 256 256 I aadA

812 Medicina Sangre 256 256 256 256 I aac(6’)-1b, aph(3’)-1a y aac(3)-1la
815 Cirugia Secrecion 128 128 128 256 1 aadA

817 UCI Secrecion 4 128 64 128 11 aadBy aac(3)-1la
820 UCI Sangre 4 256 256 256 I aadA'y aadB
821 Medicina Secrecion 8 128 64 128 1T aadB y aac(3)-1la
825 Medicina Orina 64 64 64 128 1 aadA

826 Retén Sangre 256 128 128 2 1T aadA 'y aac(6’)-Ib
828 Cirugia Secrecion 128 256 256 256 1 aadA

832 Medicina Sangre S 256 128 128 1I aadA, aadB'y aac(3)-lla
834 UCI Orina S 128 128 128 I aadB 'y aac(3)-1la
835 Medicina catéter 64 256 256 256 I aac(3)-1la
838 Medicina Secrecion 128 256 256 256 I aadA

840 Medicina Orina S 128 128 128 1I aadB'y aac(3)-1la
842 Medicina Secrecion 16 128 128 128 11 aadA'y aadB
850 Retén Sangre 128 128 256 256 I aadA

CMI: concentracion minima inhibitoria; Ft: fenotipo; AN: amikacina; K: kanamicina; Tob: tobramicina; GM: gentamicina; UCI:

unidad de cuidados intensivos.

antimicrobiana es evitar el posible fracaso terapéutico.
Ladiscrepancia observada entre los resultados encontrados
por difusién en disco y CMI permiten inferir que el método
de difusion en disco proporciona resultados mas aleatorios,
sobre todo a la hora de diferenciar los aislados sensibles
de aquéllos con sensibilidad intermedia; entre las posibles
causas tiene relevancia el inoculo preparado para realizar el
antibiograma. Al respecto se recomienda que al realizar la
prueba siempre se ajuste el inoculo al patron MacFarland.
Los aminoglucésidos de uso clinico se deben vigilar
constantemente desde el punto de vista microbiolégico con
el propdsito de conocer los posibles fenotipos existentes
en las bacterias de origen intrahospitalario. El fenotipo
prevalente en los aislados de K. pneumoniae evaluados en
esta investigacion fue el I, caracterizandose por presentar
resistencia a todos los antimicrobianos ensayados. Este
fenotipo es poco frecuente, y fue reportado en estudios
previos realizados en aislados de K. pneumoniae
recolectados durante el periodo 2003-2004 en el SAHUAPA
[13]. Al respecto, Neonakis ef a/ [23] sefialaron que cuando

existe la presencia de varias EMA en una cepa, se produce
una combinacion de amplio espectro, capaz de inactivar a
casi todos los aminoglucésidos disponibles, manifestandose
en un fenotipo con resistencia a la mayoria de estos
antibidticos. Es probable que en los aislados con el fenotipo
I puedan encontrarse, adicionalmente, otros mecanismos
que de forma sinérgica sean los responsables de la
resistencia presentada por los aislados, entre éstos tienen
relevancia clinica la metilacion postrancripcional del ARNr
16s y las alteraciones en la permeabilidad de la membrana
[24] o la presencia de otras enzimas no detectadas en este
estudio. Este fenotipo ha sido reportado previamente por
Antuflez y col. [25] en enterobacterias aisladas de un centro
metropolitano en Caracas-Venezuela. Los otros fenotipos
encontrados se han detectado con mayor prevalencia en
diversos estudios a nivel internacional [26,27].

Con respecto a los genes evaluados, fueron seleccionados
porque codifican a las EMA que afectan a los
aminoglucésidos empleados en el tratamiento de infecciones
por enterobacterias. La mayoria de los aislados presentaron
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el gen aadA, el cual codifica una nucleotidiltransferasa que
confiere resistencia a espectinomicina y estreptomicina.
Ambos antimicrobianos son usados en casos excepcionales
para el tratamiento de infecciones por K. pneumoniae;
la presencia de este gen puede deberse a transferencia
horizontal de otras especies [28]. Existe evidencia que puede
encontrarse como parte de la region variable de un integron
de la clase I, aun cuando no exista presion selectiva, o cese
el uso de estreptomicina [29,30].

Otros genes prevalentes fueron aac(3)-lla y aadB, los
cuales codifican enzimas capaces de conferir resistencia
a kanamicina, gentamicina y tobramicina; estos genes se
encontraron de forma individual y combinados; cuando
se presentaron combinados los aislados expresaron altos
niveles de resistencia, excepto en la cepa 821. Es importante
resaltar que la seleccion de aislados con combinaciones de
genes de resistencia en el centro hospitalario, representa
un compromiso desde el punto de vista clinico, por lo que
se hace necesario mantener una activa vigilancia para el
monitoreo de la resistencia bacteriana, con el objetivo de
evitar la seleccion y diseminacion de aislados resistentes.

Los genes aph(3)-la 'y aac(6)-Ib se encontraron en
menor proporcion; los aislados en los cuales se detectaron
estos genes presentaron fenotipos de resistencia que se
correlacionan con las EMA APH (3”) y AAC(6). En la tabla
2 se muestran aislados cuyo fenotipo no tiene relacion con
los genes encontrados, tal es el caso de 805, 808, 815, 825,
828, 838 y 850, los cuales tienen resistencia a todos los
aminoglucosidos ensayados y solo presentaron el gen aadA,
el cual codifica para una adeniltransferasa que no modifica
amikacina, gentamicina, tobramicina y kanamicina, razon
por la cual esta resistencia pueda deberse a la presencia
de otras enzimas no investigadas en este trabajo o a otros
mecanismos de resistencia no evaluados.

Los aislados intrahospitalarios resistentes a aminoglu-
cosidos generalmente presentan resistencia asociada a
B-lactamicos, condicion en la cual las moléculas plasmidi-
cas juegan un papel importante ya que, en la mayoria de las
bacterias, los mecanismos de resistencia adquiridos, estan
codificados en genes que se localizan en plasmidos o inte-
grones [31,32]. Al respecto, en el SAHUAPA, se han detec-
tado aislados de K. pneumoniae con plasmidos que portan
diversos casetes de resistencia a aminoglucosidos (aadA,
aadB 'y aac(6°)-1q) asociados a blag,, y bla ., [13,33].

Se concluye que los bajos niveles de resistencia a
aminoglucoésidos en las cepas, revelan que éstos todavia son
una posible opcion terapéutica en las infecciones causadas
por bacilos gramnegativos en este centro hospitalario.
La resistencia a los aminoglucdsidos en los aislados
intrahospitalarios de K. pneumoniae se debe, principalmente,
a enzimas de tipo acetiltransferasas y nucleotidiltranferasas,
que modifican kanamicina, gentamicina y tobramicina,
asimismo, se infiere que la baja frecuencia de genes aac(6)-
1b, sugiere que la resistencia expresada a amikacina puede
ser originada por otro mecanismo u otra EMA.
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