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Resumen. Klebsiella pneumoniae constituye uno de los principales pató-
genos oportunistas asociado con infecciones nosocomiales. La morbi-mortali-
dad producida por este microorganismo está relacionado en gran parte con la
resistencia antimicrobiana y la capacidad de formar biopelículas. En este estu-
dio se analizaron las variaciones fenotípicas de susceptibilidad de 50 cepas de
K. pneumoniae (26, productoras de �LEE y 24, no productoras de �LEE) aisla-
das de pacientes pediátricos con septicemia nosocomial, recluidos en la Uni-
dad de Alto Riesgo Neonatal del Instituto Autónomo Hospital Universitario de
Los Andes, Mérida, Venezuela y su asociación con la formación de biopelícu-
las. Las cepas fueron identificadas según los métodos microbiológicos estan-
darizados, los patrones de susceptibilidad se determinaron por concentración
inhibitoria mínima, y la formación de biopelícula por técnicas espectrofoto-
métricas. La mayoría de las cepas productoras de �LEE se asociaron con fre-
cuencia a otros marcadores de resistencia, tales como: tobramicina, kanami-
cina, tetraciclina, cloranfenicol (38%, cada uno), estreptomicina (36%), y ne-
tilmicina (34%). El fenotipo multirresistente predominante fue el constituido
por �LEE+-AMG-TET-CLF (30%). El 18% de las cepas de K. pneumoniae fue
sensible a los antibióticos probados. La formación de biopelículas se observó
en el 77,8% de las cepas sensibles y en el 96,2% de las resistentes. No hubo re-
lación estadística entre las variaciones fenotípicas de susceptibilidad y la for-
mación de biopelículas (p= >0,05). Sin embargo, ambas características en K.

pneumoniae deben ser consideradas en el momento de decidir una conducta
terapéutica para el tratamiento de pacientes con infección nosocomial.
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Abstract. Klebsiella pneumoniae is the principal opportunist pathogen as-
sociated with nosocomial infections. The morbidity and mortality produced by
this microorganism is related mostly to antimicrobial resistance and its ca-
pacity to form biofilms. In this study, the phenotypic variations of susceptibil-
ity in 50 Klebsiella pneumoniae strains (26 �LEE-producer and 24 no
�LEE-producer) isolated from pediatric patients with nosocomial septicemia
at the High-risk Neonatal Unit of the Instituto Autónomo Hospital
Universitario de Los Andes, Mérida, Venezuela and their associations with
biofilm formation were analyzed. These strains were biochemically identified
by standard microbiology methods. Antimicrobial susceptibility was deter-
mined by minimal inhibitory concentration and biofilm formation was de-
tected by spectrophotometric techniques. Most of �LEE strains were fre-
quently associated with resistance markers such as tobramycin, kanamycin,
tetracycline, chloramphenicol (38% each), streptomycin (36%) and netilmicin
(34%). The predominant multiresistent phenotype was composed of
�LEE+-AMG-TET-CLF (30%). 18% of K. pneumoniae strains were sensible to
the antibiotics tested. Formation of biofilm was observed in 77.8% and 96.2%
of sensible and resistent strains, respectively. There was no statistic relation
between phenotipic variations of susceptibility and biofilm formation (p=
>0.05). However, both characteristics of K. pneumoniae should be evaluated
to determine the therapeutic conduct to treat patients with nosocomial infec-
tion.
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INTRODUCCIÓN

K. pneumoniae es uno de los principa-
les patógenos nosocomiales que con fre-
cuencia produce infecciones graves, espe-
cialmente en la población pediátrica reclui-
da en las unidades de cuidado intensivo
neonatal (1, 2). Varios brotes o epidemias
nosocomiales han estado asociados con ce-
pas de K. pneumoniae resistentes a cefalos-
porinas de tercera generación, debido a la
producción de �-lactamasas de espectro ex-

pandido (�LEE). Los genes TEM y SHV que
codifican para las �LEE están mediados por
plásmidos conjugativos que, a menudo, por-
tan otros determinantes de resistencia,
como el de la resistencia a los aminoglucó-
sidos y quinolonas (3).

K. pneumoniae incrementa su virulen-
cia no solo por presentar diversos marcado-
res de resistencia, sino por expresar en su
superficie diversos factores de adherencia
(fimbrias, pili, exopolisacáridos, entre otros)
que le permiten además de colonizar los te-
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jidos del hospedero, adherirse a superficies
abióticas donde se organiza en comunidades
bacterianas llamadas biopelículas (4, 5).

La biopelícula es un depósito no es-
tructurado de células y de glucocáliz acu-
mulado, compuesto por exopolisacáridos y
una compleja comunidad de bacterias, don-
de se observa un ensamblado de microorga-
nismos dentro de una matriz con la capaci-
dad de adherirse a biomateriales o tejidos
dañados del hospedero (6).

La cronicidad o persistencia de algu-
nos procesos infecciosos causados por K.

pneumoniae están asociados a la formación
de biopelículas en dispositivos o implantes
médicos (sondas, catéteres, prótesis, etc.)
(4). Las infecciones donde las biopelículas
están involucradas son difíciles de tratar
con antibióticos, debido a que estos no lo-
gran penetrar en su estructura (7). La natu-
raleza aniónica del exopolisacárido retarda
la difusión de los antibióticos catiónicos
como los aminoglucósidos. Este fenómeno
químico retarda la muerte celular al confe-
rirle mayor tiempo a la bacteria para que
implemente una respuesta adaptativa. En el
caso, de microorganismos productores de
�-lactamasas como K. pneumoniae, aumen-
tan la producción enzimática en respuesta
a la exposición del antibiótico �-lactámico;
las �-lactamasas se acumulan en el exopoli-
sacárido como resultado de su secreción o
por lisis celular, producciéndo de esta ma-
nera la inactivación del �-lactámico en las
capas superficiales de la biopelícula y evi-
tando que el antibiótico se difunda hacia el
interior de la misma (6, 8, 9).

Por otra parte, en la biopelícula las
bacterias cohabitan en microcolonias, que
favorecen la transferencia de plásmidos por
conjugación y promueven de esta manera la
acumulación de determinantes de resisten-
cia (7).

El objetivo de este estudio fue determi-
nar las variaciones fenotípicas de suscepti-
bilidad en cepas de K. pneumoniae de ori-

gen nosocomial y su asociación con la for-
mación de biopelículas en placas de policlo-
ruro de vinilo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se aisló un total de 50 cepas de K.

pneumoniae en hemocultivos de pacientes
pediátricos con septicemia nosocomial re-
cluidos en la Unidad de Alto Riesgo Neona-
tal (UARN) del Instituto Autónomo Hospi-
tal Universitario de Los Andes (IAHULA),
Mérida, Venezuela, durante el período com-
prendido desde el año 1997 hasta el 2004.
En un estudio previo (3), a 26 de estas ce-
pas se les había detectado por métodos mo-
leculares, la producción de �-lactamasas de
espectro extendido (�LEE) tipo SHV-5.

El aislamiento y la identificación bio-
química de K. pneumoniae se realizó de
acuerdo a la metodología clásica descrita
por Koneman y col. (10).

Los fenotipos de susceptibilidad fueron
determinados por concentración inhibitoria
mínima (CIM) siguiendo el método de dilu-
ción en agar de acuerdo a la técnica estan-
darizada por Woods y Washington (11). Los
resultados de la CIM fueron interpretados
de acuerdo a lo descrito por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (12). Los
antimicrobianos utilizados en estos ensayos
fueron: piperacilina-tazobactam (Wyeth-Le-
derle), meropenem (AstraZeneca), tobrami-
cina (Valmorca), netilmicina (Schering-
Plough), kanamicina (Bristol-Myers), es-
treptomicina (Sigma), gentamicina (Farma-
chem), amikacina (Renochem-AG), tetraci-
clina (Sigma), cloranfenicol (Sigma) y ci-
profloxacina (Proula) Se consideró como fe-
notipo multirresistente toda cepa con pro-
ducción de �LEE asociada a otros marcado-
res de resistencia. Se utilizó Escherichia

coli ATCC 25922 como cepa control de es-
tos ensayos.

Para la determinación de la formación
de biopelículas en las cepas de K. pneumo-
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niae, fue necesario establecer previamente
el tiempo de ocurrencia de la fase estacio-
naria del crecimiento en dos cepas del gru-
po de estudio seleccionadas al azar y las ce-
pas control Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, K. pneumoniae MZ2098 y K. pneu-

moniae ATCC 23357. Se realizó una curva
de crecimiento mediante el cultivo de las
cepas en caldo Luria Bertani (LB) en aero-
biosis a 37 0C, y se verificó cada hora la con-
centración de células por densidad óptica
(DO). Los resultados determinaron que la
fase estacionaria ocurrió durante el lapso
de 10 a 18 horas. Teniendo en cuenta este
resultado y lo reportado en la literatura
(13, 14), se establecieron 18 horas de incu-
bación como el tiempo suficiente para que
las cepas bacterianas en fase estacionaria
formaran biopelículas. Posteriormente, se
estandarizó el inóculo bacteriano para los
ensayos de determinación de la biopelícula,
a partir de cultivos frescos de 18 horas en
caldo BHI suplementado con MOPS 2 mM
(3-[N-morfolino] ácido propanosulfónico
(Sigma), se tomaron 100 µL de cultivo de
cada cepa y se colocaron en los pozos de
una placa de policloruro de vinilo (PVC)
(BD, Falcon), se leyó en un espectrofotóme-
tro (Genios Tecan) a una longitud de onda
de 595 nm. Las densidades ópticas alcanza-
das en las 50 cepas de K. pneumoniae osci-
laron entre 0,19 y 0,52. Con base en estos
resultados, todas las cepas fueron ajustadas
a un inóculo correspondiente a una DO de
0,19 en caldo BHI-MOPS.

La formación de biopelícula se realizó
de acuerdo al procedimiento descrito por
O’Toole y col. (14) modificado por Suescún
y col. (15). Se colocaron 150 µL del inóculo
estandarizado de cada cepa en un pozo de
una placa de PVC, a 37°C por 18 horas. Se
verificó el crecimiento bacteriano en un es-
pectrofotómetro a una longitud de onda de
595 nm.

Para visualizar la formación de la bio-
película se removieron las células planctó-

nicas (bacterias libres), y se descartó el me-
dio de cultivo por inmersión de la placa de
PVC en un bandeja con agua destilada y se
dejó secar a temperatura ambiente por 20
minutos. Posteriormente, las células sésiles
(adheridas a las paredes del pozo) fueron
teñidas con 200 µL del colorante cristal vio-
leta al 1%, por 20 minutos a temperatura
ambiente. El exceso de colorante fue elimi-
nado lavando los pozos 3 veces con agua
destilada. La formación firme de un anillo
violeta adherido a la superficie interna del
pozo acompañada de una DO>0,23 se con-
sideró como una prueba positiva para la
producción de biopelícula.

Para el procesamiento estadístico de
los datos se utilizaron el Statistical Product
and Service Solutions (SPSS) versión 11.0,
el Statistical Analysis System (SAS) versión
8.02 y el Origin 5.0. Los resultados fueron
analizados mediante la aplicación de la
prueba Chi cuadrado y el test exacto de Fis-
her. Una p � 0,05 se consideró con signifi-
cancia estadística.

RESULTADOS

En la Tabla I, se muestra que las cepas
de K. pneumoniae �LEE+ se asociaron con
mayor frecuencia a la presencia de otros
marcadores de resistencia, con porcentajes
superiores al 30% para la resistencia a to-
bramicina, kanamicina, tetraciclina, cloran-
fenicol, estreptomicina y netilmicina, 20%
para gentamicina y 18% para piperacili-
na-tazobactam y amikacina. Aunque en el
grupo de cepas �LEE- el porcentaje de re-
sistencia a los antibióticos no superó el
22%, los marcadores de resistencia más fre-
cuentes fueron: en primer lugar, estrepto-
micina (22%), seguida por tobramicina y
netilmicina (14%, respectivamente). Todas
las cepas fueron sensibles al meropenem y
ciprofloxacina, independientemente de la
producción o no de �LEE. De igual forma,
se observó que el grupo de K. pneumoniae
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TABLA I
DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN INHIBITORIA MÍNIMA (CIM) EN CEPAS

DE K. pneumoniae CON O SIN PRODUCCIÓN DE �LEE, A PIPERACILINA-TAZOBACTAM,
MEROPENEM, AMINOGLUCÓSIDOS, TETRACICLINA, CLORANFENICOL Y CIPROFLOXACINA

Antibiótico Rango (µg/mL) Nº cepas resistentes % resistencia (N = 50)

Piperacilina-tazobactam

K. pneumoniae �LEE+ 4-128 9 18

K. pneumoniae �LEE– 1-2 0 0

Meropenem

K. pneumoniae �LEE+ 0,25-1 0 0

K. pneumoniae �LEE– 0,25 0 0

Tobramicina

K. pneumoniae �LEE+ 0,25-64 19 38

K. pneumoniae �LEE– 0,25-32 7 14

Kanamicina

K. pneumoniae �LEE+ 1-�256 19 38

K. pneumoniae �LEE– 1-128 5 10

Netilmicina

K. pneumoniae �LEE+ 0,5-128 17 34

K. pneumoniae �LEE– 0,5-128 7 14

Estreptomicina

K. pneumoniae �LEE+ 0,5-�256 18 36

K. pneumoniae �LEE– 0,5-128 11 22

Gentamicina

K. pneumoniae �LEE+ 0,25-�64 10 20

K. pneumoniae �LEE– 0,25-�64 6 12

Amikacina

K. pneumoniae �LEE+ 0,5-256 9 18

K. pneumoniae �LEE– 0,5-64 1 2

Tetraciclina

K. pneumoniae �LEE+ 16-64 19 38

K. pneumoniae �LEE– 2-32 1 2

Cloranfenicol

K. pneumoniae �LEE+ 32-128 19 38

K. pneumoniae �LEE– 4-32 1 2

Ciprofloxacina

K. pneumoniae �LEE+ 0,125-1 0 0

K. pneumoniae �LEE– 0,125-0,5 0 0
�LEE+: cepa productora de �-lactamasa de espectro expandido. �LEE–: cepa no productora de �-lactamasa de
espectro expandido.



�LEE+, mostró rangos inhibitorios para la
mayoría de los antibióticos iguales o supe-
riores a una dilución en comparación con
los valores mostrados por las cepas �LEE-.

La formación de biopelícula se observó
en la mayoría de las cepas estudiadas
(45/50; 90%) a una DO>0,23. De este gru-
po de cepas, el 75,6% (34/45) produjo bio-
películas a una DO>0,8. Sólo 5 cepas
(0,1%) registraron DO � 0,23, lo cual se
correspondió con la no formación de biope-
lícula (Fig. 1). Los resultados de la asocia-
ción de los patrones de susceptibilidad a los
antibióticos con la formación de biopelícu-
las se muestran en la Tabla II. El 18% de las
cepas de K. pneumoniae no presentaron
marcadores de resistencia. De este grupo,
el 77,8% formó biopelícula, mientras que
más del 90% de las cepas resistentes produ-
jo biopelículas. El fenotipo multirresistente
más frecuente (30%) fue el constituido por
�LEE+-aminoglucósidos-tetraciclina- cloran-
fenicol (�LEE+-AMG-TET-CLF). Casi todas
las cepas que conformaron este fenotipo
formaron biopelículas (93,3%). No se obser-

vó significancia estadística entre los dife-
rentes patrones de susceptibilidad y la pro-
ducción de biopelícula (p >0,05).

DISCUSIÓN

K. pneumoniae ha sido reconocida co-
mo una de las especies en las que se han de-
tectado con mayor frecuencia diversos me-
canismos de resistencia, especialmente la
producción de �-lactamasas y de enzimas
modificadoras de aminoglucósidos (1-3).

En este estudio, se demostró que más
del 30% de las cepas de K. pneumoniae

�LEE+ se asoció con frecuencia a otros
marcadores de resistencia tales como: to-
bramicina (38%), kanamicina (38%), tetra-
ciclina (38%), cloranfenicol (38%), estrep-
tomicina (36%), netilmicina (34%) y pipera-
cilina-tazobactam (18%). Estos resultados
avalan las afirmaciones de Kizirgil y col.
(16), quienes sustentan que cepas de K.

pneumoniae productoras de �LEE aisladas
en Unidades de Cuidado Intensivo, son fre-
cuentemente más resistentes a los amino-
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Fig. 1. Evaluación de la formación de biopelículas en cepas de Klebsiella pneumoniae.



glucósidos que aquellas que no producen
esta enzima. De hecho, los patrones �LEE+-
AMG-TET-CLF y �LEE+-AMG-TET-CLF- Pip/
Taz fueron los fenotipos multirresistentes
predominantes (30 y 18% respectivamente).

Las cepas analizadas en este estudio
fueron aisladas de pacientes pediátricos con
diagnóstico de septicemia nosocomial. Por
su condición clínica grave, estos pacientes
fueron sometidos a procedimientos invasi-
vos que facilitaron muy probablemente la
colonización de los mismos por K. pneumo-

niae. Numerosos estudios señalan que los
dispositivos médicos invasivos (catéteres,
sondas, prótesis, etc.), así como el tejido
desvitalizado o lesionado por cirugías o
traumatismos, pueden ser colonizados por
K. pneumoniae (4, 5, 17, 18). Bajo estas cir-
cunstancias K. pneumoniae puede desarro-
llar la formación de biopelículas, que favo-
recen la instauración de procesos crónicos
o persistentes refractarios a la terapia anti-
microbiana (4, 7, 9). En este estudio, se de-
mostró que el 90% de las cepas analizadas
formó biopelículas; esta propiedad fue inde-
pendiente de cualquiera de las variaciones

fenotípicas de susceptibilidad presentes en
las cepas estudiadas. Es probable que la for-
mación de biopelícula en K. pneumoniae

sea una condición inherente del microorga-
nismo y que la misma, esté regulada por
factores propios del microambiente bacte-
riano (pH, temperatura, oxígeno, nutrien-
tes, etc), así como por la secreción o esti-
mulación de sustancias que promueven la
comunicación bacteriana o la percepción
de quórum (del inglés quorum sensing)

para la expresión particular de esta caracte-
rística fenotípica (19, 20). Los resultados
de este estudio han puesto en evidencia que
en la UARN del IAHULA reside una pobla-
ción bacteriana con adaptaciones importan-
tes al ambiente y circunstancias donde con-
vive. La resistencia a los agentes antimicro-
bianos y en especial la formación de biopelí-
culas fueron características que le otorga-
ron a las cepas estudiadas de K. pneumo-

niae, ventajas para su persistencia y disemi-
nación en el ambiente intrahospitalario.

Donlan y Costerton (6) señalaron que
las bacterias que forman biopelículas dismi-
nuyen considerablemente su susceptibilidad

Vol. 50(2): 221 - 229, 2009

Variaciones fenotípicas de susceptibilidad en cepas de Klebsiella pneumoniae 227

TABLA II
DISTRIBUCIÓN DE LOS PATRONES DE SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CEPAS DE K. pneumoniae

Y LA FORMACIÓN DE BIOPELÍCULA

Patrones de susceptibilidad
K. pneumoniae

% /Nº Cepas
Total

Formación de biopelícula

Positivo
% (n/total)

Negativo*
% (n/total)

p

Cepas sensibles 18 (9/50) 77,8 (7/9) 22,2 (2/9) 0,65

Cepas resistentes 82 (41/50) 92,7 (38/41) 7,3 (3/41) 0,57

1 AMG 12 (6/50) 66,7 (4/6) 33,3 (2/6) 0,64

2 AMG 2 (1/50) 100 (1/1) 0 (0/1) 0,49

3 o más AMG 16 (8/50) 100 (8/8) 0 (0/8) 0,44

Cepas multirresistentes 52 (26/50) 96,2 (25/26) 3,8 (1/26) 0,54

�LEE+ -TET-CLF 4 (2/50) 100 (2/2) 0 (0/2) 0,1

�LEE+ -AMG -TET-CLF 30 (15/50) 93,3 (14/15) 6,7 (1/15) 0,54

�LEE+ -AMG -TET-CLF-Pip/Taz 18 (9/50) 100 (9/9) 0 (0/9) 0,57
�LEE: �-lactamasa de espectro extendido. AMG: aminoglucósidos. TET: tetraciclina. CLF: cloranfenicol.
Pip/Taz: piperacilina-tazobactam. * Corresponde a cepas con DO � 0,23 (ver Fig. 1).



a los agentes antimicrobianos. Esto es debi-
do, por una parte, a que el transporte o di-
fusión de los antibióticos a través de la ma-
triz de una biopelícula es lento o limitado y
requiere concentraciones de antibióticos
cien o mil veces más elevadas que las bacte-
rias en fase planctónica (células libres) y,
por la otra, la acción final de los antibióti-
cos está impedida al encontrarse bacterias
que en condición de biopelícula que redu-
cen su tasa de crecimiento y disminuyen su
actividad metabólica (22).

Otro de los fenómenos que la forma-
ción de biopelículas favorece en la pobla-
ción bacteriana, es el del intercambio de in-
formación genética (4, 22). Ehlers y Bou-
wer (23), demostraron la transferencia con-
jugativa de un plásmido entre diferentes
bacterias gramnegativas que formaban una
biopelícula. La tasa de transferencia hori-
zontal del plásmido fue superior en varios
órdenes de magnitud en la biopelícula a la
de los cultivos líquidos de estas mismas
bacterias. En un estudio genético previo, a
26 de las cepas estudiadas en este trabajo
se les detectó un plásmido de 87 kb que
mediaba además, de la producción �LEE
tipo SHV-5, otros determinantes de resis-
tencia (3). Es posible que estas cepas bajo
la condición de biopelícula in vivo hayan fa-
cilitado la transferencia de marcadores de
resistencia entre ellas, permitiendo de esta
manera demostrar la presencia de una gran
variedad de patrones de susceptibilidad que
se extendieron desde bacterias totalmente
sensibles a cepas con fenotipos multirresis-
tentes complejos.

Los resultados de este estudio permi-
ten afirmar que la resistencia antimicrobia-
na y la capacidad para formar biopelículas,
fueron características independientes en las
cepas estudiadas, pero que constituyeron
las bases para el establecimiento de K.

pneumoniae como un patógeno nosocomial.
Por lo tanto, estás dos condiciones en K.

pneumoniae deben ser evaluadas en el mo-

mento de decidir una conducta terapéutica
para el tratamiento de los pacientes con in-
fección nosocomial.
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