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I N T R O D U C C I Ó N 



INTRODUCCIÓN.-

Durante más de dos décadas (1960-1980) los antibióticos 

aminoglicósidos han sido el arma más importante contra las cada vez más 

frecuentes infecciones por Enterobacterias y Pseudomonas. A partir de 1980 

la introducción de nuevos p-lactámicos obligó a reconsiderar el papel 

terapéutico que en el futuro deberían jugar los aminoglicósidos. Sin 

embargo, el rápido desarrollo de resistencia a p-lactámicos, incluso a la 

cefalosporinas de 3 generación, asi como la eficacia de la utilización de 

los aminoglicósidos en medios hospitalarios y en las terapias de combinación 

han preservado la importancia de su papel terapéutico. 

Los mayores inconvenientes de estos antibióticos son su escasa 

reactividad intrínseca, su toxicidad y el desarrollo de resistencia a estos 

antibióticos. 

La constante exposición de la flora bacteriana en el hombre y 

en animales a los antibióticos ha favorecido la selección de organismos 

resistentes y su diseminación en la población humana. Entre los diferentes 

tipos de resistencia a los aminoglicósidos, la modificación enzimática 

parece ser el más importante desde el punto de vista clínico. Los mecanismos 

bioquímicos de modificación enzimática son de tres clases: N-acetilación, 

0-nucleotidilación y 0-fosforilación. Los enzimas acetilasas catalizan la 

transferencia de acetato de la acetil-coenzima A a un grupo amino del 

antibiótico. La 0-nucleotidilación consiste en utilizar trifosfato de 

adenosina u otros nucleótidos como sustratos para modificar grupos 

hidroxilos de los aminoglicósidos. Las fosforilasas catalizan la 
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transferencia de un grupo fosforilo a un hidroxilo diana. 

Hasta 1983 la mayoría de la resistencia a los aminoglicósidos 

se debía a la presencia de un enzima sólo. Sin embargo, los datos de 

investigaciones recientes demuestran que las combinaciones de los enzimas 

modificadores son cada vez más frecuentes (122). Los patrones enzimáticos 

pueden ser diferentes de unos paises a otros y dependen principalmente de la 

política de antibióticos (95). 

Los genes que codifican a estos enzimas modificadores son 

fundamentalmente plasmídicos y en muchos casos constituyen un importante 

problema clínico ya que pueden ser responsables de grandes epidemias 

nosocomiales de organismos resistentes (99). 

Cada vez con mayor frecuencia la resistencia a los 

aminoglicósidos se encuentra asociada a la de otros antibióticos como 

/3-lactámicos (69), tetraciclinas (154), sulfamidas (28) en plásmidos 

de multirresistencias. Esto es importante porque el uso de un tipo de 

antibióticos puede seleccionar la resistencia a otro, aunque los mecanismos 

sean diferentes. 

Por todo esto consideramos de interés escoger una jioblación de 

Enterobacterias procedentes de muestras clínicas del Hospital Insular, 

resistentes a uno ó más aminoglicósidos, identificar los diferentes enzimas 

modificadores que causan resistencias a estos antibióticos, determinar los 

patrones enzimáticos, caracterizar los plásmidos que codifican a estos enzi

mas y especificar los patrones de resistencias que contienen y transfieren. 



R E V I S I Ó N Y A N T E C E D E N T E S 



1.-TAXONOMÍA.-

En este estudio hemos elegido aislados clínicos de cepas de la 

Familia Enterobacteriaceae. 

Las Enterobacteriaceae ó enterobacterias constituyen una amplia 

familia de bacilos gram-negativos que son huéspedes habituales del intestino 

del hombre y de los animales, y que en ocasiones pueden intervenir en 

procesos patógenos intra ó extraintestinales. Su importancia médica y 

económica, asi como el rápido tiempo de generación, la habilidad para crecer 

en medios definidos y la facilidad de manipulación genética las hace el 

objeto de intensos estudios de laboratorio. 

1.1.- CARACTERÍSTICAS GENERALES (14,146).-

Las enterobacterias se definen como bacilos rectos gram-

negativos de 0.3-1.0)im de ancho por 1.0-6.0;jm de largo, con extremidades 

redondeadas. Pueden ser móviles por flagelos peritricos, excepto Tatumella, 

ó no móviles. No forman esporas ó microquistes. 

1.1.1.- Propiedades bioquímicas: 

Las enterobacterias son aerobias y anaerobias facultativas. No 

son ácido-alcohol resistentes. Crecen bien en medios de peptona, extracto de 

carne y MacConkey. Algunas crecen con D-glucosa como única fuente de 

carbono. Otras requieren vitaminas y/ó aminoácidos. Son quimiorganotrofas 

con metabolismo respiratorio y fermentativo. No son halófilas, no necesitan 

ni favorece su crecimiento el NaCl. Producen ácido y, generalemente, gas 



durante la fermentación de la D-glucosa, otros carbohidratos y alcoholes 

polihidroxílicos. Son catalasa-positivas excepto Shygella dysenteríae O 

grupo 1, y oxidasa negativas. Reducen los nitratos a nitritos excepto 

algunas estirpes de Erwinia y Yersinia. El contenido de Guanina-Citosina 

(G+C) de su ADN oscila entre 38 y 60 moles%. 

Estas características sirven para diferenciar a los miembros de 

la Familia Enterobacteriaceae de otros bacilos gram-negativos, de las 

Familias Vibrionaceae, Pasteurellaceae y Pseudomonaceae (tabla 1). 

La familia Vibrionaceae está constituida por bacilos curvos con 

flagelación polar, aerobios y anaerobios facultativos que son oxidasa-

positivos y descomponen la glucosa por fermentación. 

Los miembros de la familia Pasteurellaceae son oxidasa-

positivos y requieren fuentes de nitrógeno orgánico. 

La familia Pseudomonaceae consta de bacilos móviles con un 

flagelo polar, aerobios estrictos, oxidasa-positivos y que utilizan la 

glucosa por oxidación. 

1.1.2.- Estructura antigénica: 

Las enterobacterias pueden presentar diversos antígenos 

(figura-1): 

Antígeno somático ó antígeno O: La pared celular de las 

bacterias gram-negativas está formada por una capa fina de peptidoglicano 

recubierta de una gruesa capa de lipopolisacárido. Los lipopolisacárldos de 
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TABLA-1.- Algunas diferencias ca rac te r í s t i cas de las Enterobacteriaceaes con algunas familias relacionadas. 

Enterobacteriaceae V ibrionaceae Pasteurellaceae Pseudomonaceae 

Diámetro celular fxm 

Bacilos rectos 

Bacilos curvos 

Movilidad 

Oxidasa 

Requerimiento de una 

fuente de ni t rógeno 

Metabolismo 

0.3-1.5 

+ 

D 

0.3-1.3 

D 

D 

+ 

0.2-0.3 

+ 

+ 

+ 

+ 

Ferment. Ferment . Ferment . Oxidativo 



FIGURA-1.- Antígenos de las Enterobacterias: 
a) antígeno O 
b) antígeno H 
c) antígeno K 



la membrana externa están constituido por tres regiones. 

La fracción mas interna se denomina Lípido A y corresponde a la 

endotoxina. 

La fracción central está compuesta por oligosacáridos y ácido 

ketodesoximanulosantónico(KDO). Al ser común en la mayoría de los bacilos 

gram-negativos explica la existencia de reacciones cruzadas. 

La fracción externa la constituyen cadenas terminales de 

monosacáridos conocidos también como cadenas del lado O. Son variables y 

responsables de la especificidad. 

El antígeno O corresponde a las fracciones central y externa, y 

es termoestable. 

Antígeno capsular ó antígeno K: Algunas especies de 

enterobacterias pueden presentar además de la membrana plasmática y la pared 

celular otra capa de mucopolisacáridos, ya sea en forma de cápsulas bien 

definidas ó de una fina capa mucosa. En esta capa se encuentran antígenos 

superficiales ó antígenos K de naturaleza polisacárida. También existen 

antígenos capsulares de naturaleza proteica en las cepas con pili o 

fimbrias, que intervienen en la capacidad de adherencia. 

Antígeno flagelar o antígeno H: Las cepas móviles presentan 

antígenos flagelares proteicos y termolábiles, de importancia en la 

clasificación en serotipos. 



1.2.- CLASIFICACIÓN (14,93,146).-

La clasificación de las Enterobacterias en tribus, géneros y 

especies se efectúa fundamentalmente por sus propiedades bioquímicas. 

1.2.1.- Propiedades bioquímicas utilizadas para la clasificación: 

Las principales pruebas bioquímicas que se estudian para la 

clasificación son: producción de indol, de gas y de ácido cuando fermenta la 

glucosa, de sulfuro de hidrógeno (H2S); utilización de citrato y malonato 

como fuentes de carbono; movilidad; licuación de la gelatina; fermentación 

butilenglicólica (Voges-Proskauer), fermentación ácido-mixta (rojo de 

metilo); crecimiento en presencia de cianuro potásico (CNK); producción de 

enzimas como ADNasa, Ureasa, Lisina-descarboxilasa (LDC), Fenilalanina-

desaminasa, ^-galactosidasa, Ornitina-descarboxilasa (ODC), Arginina-

dihidrolasa (ADH); fermentación de azúcares como glucosa, adonitol, saca

rosa, lactosa, manitol, melobiosa, rafinosa, ramnosa, salicina, sorbitol, 

trealosa, xiiosa, dulcitol, inositol, arabinosa, maltosa y celobiosa. 

La identificación bioquímica puede confirmarse y proseguirse 

más adelante mediante análisis de los antígenos O, K y H, que permiten 

determinar los serotipos. 

1.2.2.- Clasificación: 

Con el paso de los años, muchos taxonomistas con ideas 

distintas han intervenido en la clasificación de la familia 

Enterobacteriaceae, y no debe sorprender que aún exista discordancia en 

cuanto a nombres de familias y géneros. 
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Tradicionalmente se ha subdivldido a la familia 

Enterobacteriaceae en t r ibus . Una de las clasificaciones más aceptada es la 

del Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (8a ed. 1974). Sin embargo 

en la novena edición de es te manual se han eliminado todas las t r ibus en la 

división taxonómica de es ta gran familia y es es ta clasificación la que 

vamos a seguir . En la f igura -2 podemos ver los 16 géneros reconocidos en el 

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (9 ed. 1984) relacionados por 

semejanza de su ADN cromosómico. 

ÍÍCITROBACTER (14,93,146,149,172): 

Los miembros del género Citrobacter dan pruebas posit ivas al 

c i t r a to , producción de gas en la fermentación de la glucosa, movilidad, ONPG 

y fermentación de la arabinosa, manitol, ramnosa, sorbi tol , t r ea losa y 

xilosa. Las especies de Citrobacter son negativas pa ra la ADNasa, 

l i s ina-descarboxi lasa , feni lalanina-desaminasa, Voges-Proskauer y fermen

tación del inositol. 

Se aceptan t r e s especies C.freundii, C.diversas y 

C.amalonaticus. Las t r e s especies se identifican bien con la fermentación 

del adonitol, producción de II2S y de indol, crecimiento en presencia de 

c ianuro-potás ico (CNK) y la utilización del malonato ( tabla-2) . 

C.amalonaticus es adonitol, H2S y malonato negativos, pero indol y CNK 

positivos. C.diversLis es adonitol, indol y malonato positivo, y H2S y CNK 

negativos. C.freundii es adonitol, indol y generalmente malonato positivos, 

y M2S y CNK negativos. 

Se aislan r a r a vez de procesos patológicos, en especial de 

infecciones u r ina r i a s y r e sp i ra to r i a s , meningitis y abscesos cerebra les en 
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E. coli 
7 0 - 1 0 0 

Shigella 

Enterobacter 

2 0 - 5 0 

Erwinia 

3 0 - 6 0 
• Klebsiella 

Kluyvera 

3 0 - 4 0 

4 0 - 50 

Citrobacter 

25-•30 

Serratia 

4 0 - 5 0 
Salmonella 

Cedecea 

FIGURA-2.- Similitud del ADN de los géneros de 
Enterobacter ias . El número representa el porcentaje 
aproximado de relación. 



TABLA-2.- Diferenciación bioquímica de las especies de Citrobacter. 

PRUEBA 

Camal onaticas 

ESPECIE 

C.diversus C.freundii 

Ferment. del Adonitol 

Producción de HzS 

Produccón de Indol 

Crecimiento en KCN 

Utilización de Malonato 

+ 

+ + 

V 

-: s 97. de las estirpes positivas 

+: i 90% de las estirpes positivas 

V: 10-897. de las estirpes positivas. 



recién nacidos, bacteriemias y de infecciones oportunistas en los 

hospitales. Muchas veces es difícil establecer su significación patológica. 

ííEDWARDSIELLAS (14,93,146,149,172).-

Sólo la especie E.tarda tiene importancia clínica. Esta especie 

es positiva para la producción de gas por la fermentación de la glucosa, 

HzS, indol, lisina-descarboxilasa, movilidad y ornitina-descarboxilasa. Es 

característica la no fermentación del manitol. 

No forman parte de la flora intestinal normal del hombre pero 

se han aislado rara vez en personas sanas y en casos de diarreas e 

infecciones generalizadas (sepsis, meningitis) sin que se haya podido 

demostrar con certeza su acción patógena. 

XENTEROBACTER (14,93.146,149,172).-

Se caracterizan por ser positivos para el citrato, producción 

de gas por la fermentación de la glucosa, movilidad, ornitina-

descarboxilasa, Voges-Proskauer, ONPG y fermentación de la sacarosa, 

arabinosa, manitol, melobiosa, rafinosa, ramnosa, trealosa y xilosa. La 

mayoría no sintetizan ADNasa y son negativas para HaS, indol y 

fenilalanina-desaminasa. Taxonómicamente se reconocen ocho especies, aunque 

sólo son cinco las importantes clínicamente. 

Para la identificación de las diferentes especies de 

Enterobacter se utilizan las pruebas de fermentación de adonitol y sorbitol, 

producción de arginina-dihidrolasa, crecimiento en presencia de cianuro-

potásico y usina- y ornitina-descarboxilasa (tabla-3). 
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TABLA-3.- Diferencias bioquímicas entre las especies de Enterobacter 

PRUEBAS 

ESPECIES 

E.aerogenes E.agglomerans E.cloacae E.georgiae E.zakazakii 

Fermentación del Adonitol 

Arginina dihidrolasa 

Crecimiento en KCN 

Lisina descarboxilasa 

Ornitina descarboxilasa 

Fermentación del Sorbitol 

+ 

+ 

+ 

+ 

V 

V 

+ 

+ 

+ 

+ 

:£ 9% de las estirpes positivas 

i 907. de las estirpes positivas 

del 10 al 897. de las estirpes positivas 



E.aerogenes es positiva para todas las pruebas excepto la de 

arginina. E.cloacae da positivo para la de arginina, ornitina, CNK y 

sorbitol, y negativo para la de usina y mayoritariamente para la del 

adonitol. E.gergoviae es usina y ornitina positivos, y negativo para el 

adonitol, arginina, CNK y sorbitol. E.sakazakii es arginina, ornitina y CNK 

positivos y adonitol, lisina y sorbitol negativos. Esta especie está 

pigmentada de amarillo y da una reacción positiva tardía de producción de 

ADNasa. E.aglomerans es negativa o variable para las reacciones anteriores. 

Está mal definida taxonómicamente y realmente está constituida por varios 

grupos genéticamente diferentes como demuestra la hibridación de ADN. Esta 

diversidad hace difícil una identificación bioquímica exacta. Para fines 

prácticos las estirpes de Enterobacter que dan arginina, lisina y ornitina 

negativos se identifican como E.aglomerans. 

Pueden producir ocasionalmente infecciones oportunistas en el 

tracto urinario, vias respiratorias y heridas, e incluso bacteriemias y 

sepsis. 

XESCHERICHIA (14,93,146,148,149,172).-

Durante muchos años E.coli era la única especie de este género. 

Actualmente se reconocen cuatro especies más. Aun no se ha comprobado la 

patogenicidad de estas nuevas especies. E.coli es típicamente positiva para 

la producción de gas en la fermentación de la glucosa, el indol, lisina, 

arabinosa, manitol, ONPG, trealosa y xilosa. Los aislados son generalmente 

negativos para la producción de ADNasa, M2S fenilalanina-dasaminasa, ureasa, 

Voges-Proskauer, inositol y CNK. E.coli puede utilizar por fermentación el 
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manitol y el mucato pero no la celobiosa ni el arabitol. 

E.coli forma la mayor parte de la flora comensal aerobia y 

anaerobia facultativa del tubo digestivo. Como patógeno primario puede 

producir infecciones intestinales con diarrea. Como patógeno oportunista se 

aisla de infecciones urinarias, bacteriurias asintomáticas, infecciones 

biliares, peritoneales, meníngeas, de heridas, bacteriemias y sepsis. 

ííKLEBSIELLA (14,93,146,149,172).-

Los miembros del género Klebsiella dan típicamente positivo al 

adonitol y negativo a la arginina, ADNasa, HzS, movilidad, ornitina y 

fenilalanina. Dan positivo a la fermentación de la arabinosa, manitol, 

melibiosa, rafinosa, salicina, sorbitol, trealosa y xilosa. Se reconocen 

siete especies de Klebsiella pero sólo cinco son clínicamente importantes. 

Estas cinco especies pueden diferenciarse por la producción de indol, 

utilización del malonato, ONPG y Voges-Proskauer (tabla-4). K.oxytoca se 

distingue por ser positiva al indol. K.ozaenae es negativa para el malonato 

y el Voges-Proskauer. K.pneumoniae es indol negativo pero malonato, ONPG y 

Voges-Proskauer positivo. K.rhlnoscleromatis es indol y ONPG negativo. 

K.planticola es la especie más reciente, parecida a K.pneumoniae y K.oxytoca 

pero se distingue de ellas por su habilidad para fermentar la glucosa a 5°C 

pero no a 45 C. 

K.pneumoniae se identificó como patógeno respiratorio y se 

aisla con frecuencia como agente causal de infecciones hospitalarias 

respiratorias y ui-inarias; ocasionalmente da enteritis en niños pequeños. 

K.oxytoca se identifica a veces como agente etiológico de infecciones 
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TABLA-4.- Diferenciación bioquímica entre la especies de Klebsiella 

ESPECIES 

PRUEBAS 

K.oxytoca K.ozaenae K.planticola K.pneumoniae K.rhinoscleromatis 

Fermentación de la glucosa a S O C - - + 

Producción de Indol + - v -

Utilización del malonato + - + + + 

ONPG + V + + 

Voges-Proskauer + - + + + 

-: s 97. de las estirpes positivas 

+: i 907. de las estirpes positivas 

V: del 10 al 897. de las estirpes positivas 



urinarias y sepsis. K.ozaenae y K.rhinoscleromatis son patógenos de las vias 

respiratorias altas. K.ozaenae está asociada con los casos de ocena. 

K.rhinoscleromatis es productor exclusivo del rinoscleroma. 

XMORGANELLA (14,93,146,149,172).-

Contiene una única especie M.morganii que había sido 

anteriormente incluida en el género Proteus. Esta especie es típicamente 

positiva para el indol, movilidad, ornitina-descarboxilasa, fenilalanina-

desaminasa, ureasa y crecimiento en CNK. Aparte de la glucosa, raramente 

fermenta otros azúcares. 

M.morganii se relaciona principalmente con infecciones urina

rias aunque también causan otros tipos de infecciones. 

XPROTEUS (14,93,146,149,172).-

Los miembros del género Proteus son positivo para la movilidad, 

fenilalanina-desaminasa, ureasa, CNK y fermentación de la xilosa. Son 

negativos para el adonitol, arginina, Usina y para la fermentación de los 

azúcares a excepción de la glucosa y la xilosa. Se reconocen cuatro especies 

de Proteus aunque sólo tres causan enfermedades en los hombres. Las tres 

especies de Proteus se diferencian por la producción de indol y 

ornitina-descarboxilasa (tabla-5). P.mirabilis es indol negativa y ornitina 

positiva. P.penneri es indol y ornitina negativo. P.vulgaris es indol 

positivo y ornitina negativo. P.penneri es resistente al cloranfenicol 

mientras que P.mirabilis y P.vulgaris son sensibles. 

Son responsables de infecciones urinarias, de heridas, sepsis. 
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TABLA-5.- Diferenciación bioquímica de las especies de Proteus. 

PRUEBA ESPECIES 

P.mirabili P.penneri P.vulgaris 

Producción de Indol 

Ornitina descarboxilasa 

Resistencia Cloranfenicol R 

-: s 97. de las estirpes positivas 

+: i 907= de las estirpes positivas 

V: 10-897. de las estirpes positivas 

S:sensible 

R: resistente 



meningitis, . . . . 

^PROVIDENCIA (14,93,146,149,172).-

Los miembros de éste género se ca rac te r i zan por dar positivo a 

la uti l ización de c i t r a to , producción de indol, movilidad, feni la lanina-

desaminasa y crecimiento en CNK. Son t íp icamente negativos pa ra la a rg in ina-

dihidrolasa, ADNasa, H2S, l is ina- y orn i t ina-descarboxi lasa , Voges-

Proskauer y ONPG. No suelen fermentar o t ros azúcares además de la glucosa. 

Las d i ferentes especies de Providencia pueden dis t inguirse bioquímicamente 

por la fermentación del adonitol, t r ea losa y presencia de u reasa ( tabla-6) . 

P.álcali faciens es adonitol positiva y, t r ea losa y ureasa negativa. 

P.rettgeri es adonitol y ureasa positiva pero t r ea losa negativa. P.stuartli 

es adonitol negativo, t rea losa positivo y ureasa positiva ó negativa. 

Las especies de Providencia se asocian principalmente con 

infecciones u r ina r i a s pero pueden causar o t ros t ipos de infecciones. 

XSALIUONELLA (14,93,147,173).-

La mayoría de los aislados de Salmonella se ca rac te r i zan por 

reacciones posit ivas a la movilidad, fermentación del manitol y sorbitol ; y 

negat ivas a la presencia de ADNasa, indol, feni la lanina-desaminasa, ureasa, 

crecimiento en CNK, Voges-Proskauer, ONPG, utilización del malonato y 

fermentación del adonitol, sacarosa, lactosa, raf inosa y saiicina. La 

producción de H2S es una ca rac t e r í s t i ca variable del género. 

Kauffmann (1969)(171) ha dividido al género Salmonella en 

cua t ro subgéneros ( tabla 7): I, II, III y IV. El subgénero III de Salmonella 
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TABLA-6.- Diferenciación bioquímica de las especies de Providencia. 

ESPECIES 

PRUEBAS 

P .Sílcálif aciens P.rettgeri P.síuaríii 

Fermentación del Adonitol + + -

" de la Trealosa - - + 

Hidrólisis de la Urea - + V 

-: £ 97. de las estirpes positivas 

+: i 107. de las estirpes positivas 

V: del 10 al 897. de las estirpes positivas 



TABLA-7.-Reacciones bioquímicas de los subgéneros de Salmonella. 

PRUEBAS 

SUBGÉNEROS 

II III IV 

Fermentación del Dulcitol 

" de la Lactosa 

de la Salicina 

Utilización del Malonato 

Crecimiento en K G C 

Licuación gela t ina 

- : s 97. de las es t i rpes positivas 

+: i 107. de las es t i rpes positivas 



se llamó originalmente S.arizonae. Esta especie presenta importantes 

diferencias bioquímicas con las Salmonella típicas, fermentan la lactosa, 

dan positivo al test de ONPG, no fermentan al ducitol y con frecuencia 

utilizan el malonato. Actualmente se habla más del grupo Arizona que de 

S.arizonae. 

En la clasificación de Kauffman-White el género Salmonella se 

divide en más de 1000 serotipos que contienen diferentes combinaciones de 

antígenos. La identificación de estos serotipos depende de la detección de 

los antígenos O (somáticos) y H (flagelar) por medio de aglutinación con 

antisueros específicos. Atendiendo al antígeno O las Salmonella se dividen 

en 66 grupos. Dentro de cada grupo O se dividen en serogrupos por sus 

antígenos flagelares. 

Las Salmonella son organismos patógenos para el hombre y 

animales. En el hombre puede dar lugar a enterocolitis, fiebres tifoidea y 

paratifoidea, y bacteriemias. 

XSERRATIA (14,93,146,149,172).-

Las especies que constituyen este género se cai-acterizan por 

las reacciones negativas a la presencia de arginina-dihidrolasa, producción 

de H2S, fenilalanina-desaminasa y ureasa. Producen tres tipos de enzimas 

hidrolíticas extracelulares: ADNasa, gelatinasa y lipasa. Además son 

positivas a la utilización de citratos, movilidad, Voges-Proskauer, ONPG y 

fermentación del manitol y la trealosa. Se reconocen cuatro especies de 

importancia clínica y que se diferencian por la presencia de ornitina-

descarboxilasa y fermentación de adonitol, arabinosa y sorbitol (tabla-8). 
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TABLA-8.- Diferenciación bioquímica de las especies de Serratia. 

ESPECIES 

PRUEBAS 

S.liquefaciens S.marcescens S.odorífera S.rubidaea 

Fermentación del Adonitol 

" de la Arabinosa + 

del Sorbitol + 

Ornitina descarboxilasa + 
+ 

+ 

V + 

+ + 

+ -

V 

-: £ 97. de las estirpes positivas 

+: i 907. de las estirpes positivas 

V: del 10 al 897. de las estirpes positivas 



S.liquefaciens es realmente una colección de especies tan relacionadas que 

difícilmente pueden ser separadas en el laboratorio. Por esta razón se debe 

hablar del grupo de S.liquefaciens más que de especie. Los miembros del 

grupo de S.liquefaciens se diferencian de las otras especies en que son 

adonitol negativas y arabinosa, ornitina y sorbitol positivas. S.marcescens 

es ornitina y sorbitol positiva y arabinosa negativa. S.odorifera es 

arabinosa y sorbitol positiva, y variable para el adonitol y ornitina. La 

diferencia de S.odorifera con el grupo de S.liquefaciens es bioquímicamente 

difícil, sin embargo, S.odorifera tiene un olor picante característico 

descrito como mohoso, a patata ó a vegetales. S.rubidea da positivo al 

adonitol y a la arabinosa, y negativo a la ornitina y el sorbitol. 

Las Serratias se han aislado desde una simple cistitis hasta en 

infecciones de la sangre y del sistema nervioso central. 

Las cepas hospitalarias se caracterizan porque son resistentes 

a gran número de antibióticos. 

ífSHIGELLA (14,93,148,171).-

Según análisis del ADN éste género podría incluirse dentro del 

género Escherichia pero por consideraciones médicas se les mantiene 

separados. Los miembros del género Shigella son negativos al adonitol, 

citrato, ADNasa, producción de gas en la fermentación de la ghicosa, ÍÍ2S. 

Usina, movilidad, fenilalanina, sacarosa, ureasa, Voges-proskauer, inosi-

tol, CNK, lactosa, malonato, salícina y xílosa. Son positivos para la fer

mentación de la glucosa y la reducción de nitratos. Se conocen cuatro espe

cies de Shigella: S.dysenteriae, S.flexneri, S.hoydii y S.sonnei (tabla-9). 

26 



TABLA-9.- Diferenciación biquímica de las especies de Shigella. 

ESPECIES 

PRUEBAS 

S.disenterieae S.flexneri S.boydii Ssonnei 

Fermentación del Manitol - + + + 

ONPG V - V + 

Ornitina descarboxilasa - - - + 

Serogrupo A B C D 

-: í 97. de las estirpes positivas 

+: s 907. de las estirpes positivas 

V: del 10 al 897. de las estirpes positivas 



S.dysenteriae es manitol y ornitina negativo. S.flexneri es manitol positivo 

y, ONPG y ornitina negativo. S.boydii tiene las mismas reacciones excepto 

que ocasionalmente (10%) da ornitina positivo. S.sonnei es positivo para el 

manitol, ONPG (90%) y ornitina. Son necesarias para la identificación 

correcta de estas especies las pruebas serológicas ya que S.flexneri y 

S.boydii con frecuencia presentan pruebas bioquímicas idénticas. 

Las infecciones por Shigella se limitan casi siempre al tracto 

intestinal, rara vez causan otros tipos de infecciones. Es el agente causal 

de la disentería bacilar. 

XTATUMELLA (14.93.146,149,172).-

El género Tatumella es nuevo y presenta una sola especie 

T.ptyseos. Esta especie se ha situado taxonómicamente en la familia 

Enterobacteriaceae por estudios de hibridación de ADN, a pesar de sus 

características poco comunes como es la sensibilidad a la penicilina y la 

presencia de flagelos polares o laterales. Los aislados de T.ptyseos son 

poco reactivos cuando se cultivan a 35-37 C pero su reactividad aumenta a 

25 C. Dan negativas a la mayoría de la pruebas empleadas excepto la 

presencia de fenilalanina-desaminasa y la fermentación de la sacarosa. 

Ocasionalmente algunos aislados son positivos a la fermentación de la 

melobiosa, rafinosa y salicina. Una fenilalanina-desaminasa con un indol y 

ureasa negativo son un indicio de Tatumella. 

Esta especie se ha aislado de una variedad de cultivos clínicos 

incluyendo hemocultivos. Es considerado un patógeno humano raro pero 

potencialmente significativo. 

28 



Í̂ YERSINIA (14,58,93.172).-

Todos los miembros de este género son negativos para la 

arginina-dihidrolasa, utilización de citrato, ADNasa, H2S, movilidad, 

fenilalanina-deaminasa, Voges-Proskauer y malonato. Son positivas a la 

fermentación del manitol y la trealosa. Seis especies de este género tienen 

importancia clínica: Y.enterocolitica, Y.frederiksenii, Y.kristensenii, 

Y.intermedia, Y.pestis y Y.pseudo tuberculosis (tabla-10). 

Y.enterocolitica es positiva para la prueba de ornitina 

descarboxilasa y fermentación de la sacarosa; es negativa para la de 

fermentación de la melibiosa, rafinosa y ramnosa. Y .frederiksenii es 

característicamente positiva para la de ornitina-descarboxilasa y la 

fermentación de la ramnosa y sacarosa. Y.kristensenii es positiva para la 

ornitina-descarboxilasa y negativa para la fermentación de la rafinosa, 

ramnosa y sacarosa. Y.intermedia es ornitina-descarboxilasa, ramnosa y 

sacarosa positiva y fermenta a la rafinosa y melibiosa a 25 C. Y.pestis 

presenta la mayoría de los pruebas negativas, sin embargo mas del 90% de las 

estirpes fermentan la arabinosa, manitol, trealosa y xilosa. Y.pestis es 

ureasa negativa. Esta prueba es importante para diferenciarla de 

Y.pseudotuberculosis que es ureasa positiva. 

Y.pestis es el agente etiológico de la peste. Y .pseudotubercu

losis puede dar lugar a apendicitis, enteritis y a una forma de septicemia 

fulminante. Y.enterocolitica puede ser causa de diarreas, ileítis, adenitis 

mesentérica y abscesos hepáticos ó esplénicos, asi como cuadros 

septicémicos. 
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TABLA-10.-Diferenciación bioquímica de las especies de Y.pestis 

PRUEBAS 

ESPECIES 

Y.enterocolitica Y .frederiksenii Y .kristensenii Y.pestis Y.pseudotuberculosis Y .intermedia 

Fermentación de la Melibiosa 

O'-nitino descarboxiiasa 

Fermentación de la Rafinosa 

" " Ramnosa 

" " Sacarosa 

Ureasa 

+ 

V 

-: s 97. de las estirpes positivas 

+: £ 1071 de las estirpes positivas 

V: del 10 al 897. de las estirpes positivas 

+ 

V 

+ 

+ 

V 

V 

V 

V 

+ 

V 

+ 

+ 

V 



2.-AMIN0GLIC0SID0S.-

2.1.-HISTORIA (49 ,50) . -

Los aminoglicósidos son el resul tado de un plan coordinado de 

búsqueda de nuevas sus tancias con actividad ant ibiót ica pa ra cor reg i r la 

ineficacia del p r imer grupo de antibiót icos, las penicil inas, f ren te a g ram 

negativos. El estudio y análisis de más de 10000 act inomicetos del suelo 

permit ió a Waskman en 1943 a is lar una cepa, el Streptomyces grlseus, pro

ductora del pr imer amino glicósido, la ESTREPTOMICINA (1944). Poster iormente 

se obtuvo la NEOMICINA procedente de Streptomyces fradiae, descubrimiento 

comunicado independientemente por Waskman y Umezawa en 1949. 

Ocho años más t a rde Umezawa y colaboradores a is laron la 

KANAMICINA de Streptomyces kanamiceticus. La PAROMOMICINA fué desar ro l lada 

por investigadores del grupo Parke Davis en 1959 y, por o t ro lado, el grupo 

de Upjohn en 1961 apor ta la ESPECTINOMICINA. 

En 1963 Weinstein descubre la GENTAMICINA en Micr ornónos por a 

purpurea. En 1968 la TOBRAMICINA se aisla de Streptomyces tenevrarlus. La 

SISOMICINA se obtiene de Micromonospora inyoensls en 1970. A p a r t i r de 

Streptomyces lividus, en 1971, se ex t r ae la LIVIDOMICINA. 

En la actualidad exis te una gran cantidad de antibiót icos 

aminoglicósidos casi siempre derivados de las moléculas originales. Deriva

dos semisintét icos de la KANAMICINA-A son la AMIKACINA y la NETILMICINA. 
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2.2.-ESTRUCTURA QUÍMICA. CLASIFICACIÓN Y PROPIEDADES.-

Los aminoglicósidos son alcoholes cíclicos aminosust i tuídos 

(aminociclitoles) unidos mediante enlaces glicosídicos a azúcares aminados 

(aminoazúcares) . Los enlaces glicosídicos son puentes de oxígeno en t re el 

grupo OH de un átomo de carbono de un azúcar y un grupo hidroxilo del 

aminociclitol. La única excepción a es ta e s t r u c t u r a general es la 

ESPECTINOMICINA (f igura-3) que no contiene azúcar , es decir es un amino

ciclitol puro. El r e s to de los aminoglicósidos se dividen en pseudo-

disacár idos , pseudotr isacár idos y pseudote t rasacár idos dependiendo del nú

mero de azúcares unidos al aminociclitol ( tabla-U) (65). 

Los pseudodisacáridos están const i tuidos por el aminociclitol 

for tamina unido a un aminoazúcar en posición 6. Se les conoce también como 

el grupo de la fort imicina e incluye a los siguientes aminoglicósidos: 

FORTIMICINA A (astromicina) , B, C y D, ESPORAMICINA A, ISTAMICINAS A y B. 

DACTIMICINA (2"-formidoil-astromicina) y 3-0-demet i l FORTIMICINAS A y B 

( f igura-4) . 

Los pseudotr isacár idos se componen de un aminociclitol al que 

se le unen dos aminoazúcares . El aminociclitol puede ser la es t rep t id ina ó 

la 2-desoxies t reptamina. La ESTREPTOMICINA es tá formada por la es t rept id ina 

unida a una hexosa y a una pentosa (f igura-5) . De la 2-desoxies t rep tamina 

derivan t r e s clases de aminoglicósidos: los monosusti tuídos en posición 4 

(grupo APRAMICINA) (f igura-6) , los 4 ,5-disust i tu ídos (grupo BUTIROSINA y 

RIBOSTAMICINA) (f igura-7) y los 4 ,6-disust i tu ídos ( grupo KANAMICTNA y grupo 

GENTAMICINA) ( f iguras -8 y - 9 respect ivamente) . 

8 
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TABLA-11.- Antibióticos aminoglicósidos-aminociclitoles. 

1.- Pseudodisacáridos: 

Amlnociclitol for tamina 6-monosusti tuído: 

FORTAMICINA A 

DACTIMICINA (Dact) 

2 . - Pseudotr isacár idos: 

2.1. Aminociclitol es t rept idina: 

ESTREPTOMICINA (Sm) 

2.2 Aminociclitol 2-desoxies t reptamina: 

2.2.1. 4-monosusti tuído: 

APRAMICINA (Ap) 

2.2.2. 4 ,5-disust i tuído: 

BUTIROSINA (Dt) 

RIBOSTAMICINA (Rm) 

2.2.3 . 4 ,6-disust i tu ído: 

* grupo kanamicina: 

KANAMICINAS A. B. C (Km) 

TOBRAMICINA (Tm) 

DIBEKACINA (DKB) 

AMIKACINA (AN) 

HABEKACINA 

* grupo gentamicina: 

GENTAMICINAS Cía, Ci, Cz, A, B (Gm) 

SISOMICINA (Ss) 

NETILMICINA (Nt) 

5-EPlSISOMICINA (5-epi) 

ISEPAMICINA (Is) 

3 . - Pseudote t rasacár idos : 

Aminociclitol 2-desoxies t reptamicina disust i tu ídos 

en posiciones 4,5: 

NEOMICINA (Nm) 

LIVIDOMICINA B (Lm) 

PAROMOMICINA (Pm) 

Entre paréntesis se muestra las abreviaturas utilizadas. 
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FIGURA-4.- Est ructura de las fortamicinas. 
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Los pseudotetrasacáridos se caracterizan por presentar tres 

azúcares. El aminociclitol, la 2-desoxiestreptamina, es disustituído en las 

posiciones 4 y 5 (grupo NEOMICINA. LIVIDOMICINA, PAROMOMICINA) (figura-10). 

Estos antibióticos comparten numerosas propiedades (49,142): 

su carácter básico 

actividad potente contra gram negativos 

actividad bactericida rápida y completa 

su mecanismo de acción 

su farmacocinética 

sinergismo con p-lactámicos y otros antibióticos que actúan 

sobre la pared bacteriana. 

Desafortunadamente también presentan aspectos negativos: 

actividad ligera contra gram positivos 

no absorción intestinal 

eliminación por filtración glomerular 

otoxicidad y nefrotoxicidad. 

2 . 3 . - ESPECTRO DE ACCIÓN.-

En general se puede afirmar que los aminoglicósidos son 

efectivos contra la mayoría de los gérmenes aerobios incluso contra algunos 

anaerobios que son capaces de crecer en aerobiosis (59). 

Los bacilos gram negativos aerobios, incluyendo 

Enterobacterias, Pseudornonas, y otros bacilos gram negativos no 

fermentadores suelen ser sensibles a los modernos aminoglicósidos (genta-
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micina, tobrarnicina, netilmicina y amikacina). 

Los bacilos gram negativos aerobios, como Listarla 

monocytogenes y los cocos gram positivos y negativos aerobios son relati

vamente sensibles con la excepción de Streptococcus sp., si bien nunca será 

un aminoglicósido el tratamiento de elección como fármaco único. Los entero-

cocos presentan cierta resistencia a los aminoglicósidos, sin embargo la 

combinación con un /3-lactámico actúa de forma sinérgica excepto cuando el 

nivel de resistencia a los aminoglicósidos es muy alto (CMI >2000mg/l) (20). 

La estreptomicina y amikacina son los mas activos contra 

Mycobacterium tuberculosis. La amikacina es además eficaz en el tratamiento 

de infecciones por micobacterias del grupo M.fortuitum -M.chelonel y M.avium 

(56). Algunas cepas de Nocardla sp. son relativamente sensibles a la 

amikacina y netilmicina. In vitro, los micoplasmas son relativamente sensi

bles a los aminoglicósidos. 

La paromomicina presenta actividad antiparasitaria frente a 

Entamoeba hlstolytlca, Taenla saginata y Hymenolepls nana. La higromicina B 

se utiliza como tenicida en cerdos. La neomicina y la kanamicina son también 

tenicidas pero en menor grado. 

2.4.-MECANISMOS DE ACCIÓN.-

Para que un aminoglicósido pueda impedir el crecimiento de una 

bacteria es necesario que se adhiera a su superficie externa, atraviese la 

pared y la membrana citoplasmática, llegue al interior celular y alcance las 

43 



subunidades ribosómicas. 

2.4.1.- Transporte de los aminoglicósidos al interior de la célula. 

Los aminoglicósidos penetran en la célula bacteriana por un 

proceso que consta de tres fases (figura-11) (15,54,175): 

ETAPA I (EPI): En la primera etapa el antibiótico pasa a través 

de la pared celular y de las capas extracelulares. Los aminoglicósidos son 

policationes con cargas positivas a pH fisiológico. Se unen a los sitios 

aniónicos distribuidos en la superficie celular. Esta unión iónica no 

depende de energía. Los sitios de unión son principalmente los lipopo-

Hsacáridos, cabezas polares de los fosfolípidos y posiblemente algunas pro

teínas de la membrana exterior en bacterias gram negativas, y los ácidos 

teicoicos y fosfolípidos en bacterias gram positivas. 

En la células gram negativas el transporte se realiza mediante 

difusión hidrofílica a través de poros formados por porinas de la membrana 

exterior (126). Normalmente los poros son demasiados pequeños para dejar 

pasar moléculas del tamaño de los aminoglicósidos. Pero si estos modifican a 

las porinas por su fuerte carga catiónica, el poro se agranda y permite el 

paso del antibiótico. Sin embargo, del análisis in vitro de porinas con 

aminoglicósidos han surgido críticas ya que mutantes ompF, defectivos en 

porinas, no parecen ser resistentes a los aminoglicósidos. En Pseudomonas 

aeruginosa hay un importante mecanismo adicional de entrada. El lipopo-

lisacárido de P.aeruginosa es particularmente rico en residuos fosfatos y, 

aparentemente, está estabilizado por iones de Mg . Los aminoglicósidos 

pueden desplazar a estos iones uniéndose a los residuos de fosfatos y 
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ZApH = gradiente de pH ( alcalino en el interior) 

FIGURA.-11.- Modelo del proceso de entrada y acción 
bacter icida de los aminoglicósidos. 



desorganizando la membrana exterior. Esta desorganización permitirá la 

entrada directa de los aminoglicósidos ("self-permeabilization" ó autopro-

motor) (65) y otras moléculas a las capas interiores de la pared celular y 

membrana citoplasmática (205). 

En bacterias gram positivas la difusión probablemente se 

realice a través de los grandes intersticios llenos de agua que se forman en 

la capa de peptidoglicano. 

Las estructuras extracelulares como la cápsula de glicocálix 

pueden tener algún efecto menor sobre la entrada de los aminoglicósidos. La 

mayoría de estas estructuras son polisacáridos aniónicos que actúan unién

dose a los aminoglicósidos y retardando su absorción. La importancia de esta 

unión dependerá de las condiciones de pH y fuerza iónica bajo las que se 

encuentran el antibiótico y el polisacárido. Es probable, que en condiciones 

fisiológicas, estas uniones tengan poca importancia. 

ETAPA H (EDP-I):En la segunda etapa el aminoglicósido atra

viesa la membrana citoplasmática. Los aminoglicósidos se unen en condiciones 

fisiológicas, conservando sus cargas, a un transportador aniónico no satura

ble y son impulsados a través de la membrana por la diferencia de potencial, 

A*, creada por las cargas negativas del interior celular (15,54,174). Esta 

fase es dependiente de energía (35,114) y es necesario que la membrana esté 

suficientemente activada. Probablemente se necesite un nivel umbral mínimo 

de A* para que ocurra un transporte significativo. El nivel mínimo requerido 

de A* depende de la concentración de antibiótico (17). Hay una relación 

directa entre la magnitud de la A* y la velocidad de entrada y acción 
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bactericida de los aminoglicósidos (35). 

La naturaleza del transportador no se ha determinado aún. Es 

posible que los aminoglicósidos utilicen los transportadores de otras 

sustancias con estructuras parecidas pero no se han obtenido resultados 

positivos. Otra posibilidad es que sean sustancias intermediarias del trans

porte de electrones ya que mutaciones en algunas de estas sustancias (cito-

cromos (5,18), quinonas (17,19), nitrato reductasa (18)) afectan al trans

porte. Damper y Epstein (35) ponen en duda la existencia de estos trans

portadores y creen que la entrada se debe únicamente a la diferencia de po

tencial a través de la membrana. 

ETAPA III (EDP-II): En la tercera etapa el aminoglicósido se 

une al ribosoma, cesa la síntesis proteica y se inicia la muerte de la 

célula. Esta etapa es dependiente de energía. 

Los aminoglicósidos son transferidos desde el transportador a 

sitios específicos de unión ("targets" ribosómicos) que son proteínas 

ribosomales. Para que se inicie esta fase es necesario la presencia de 

ribosomas sensibles interviniendo en la síntesis proteica (54). Desde el 

momento en que los aminoglicósidos se unen a los ribosomas, se produce la 

disgregación de los polisemas, la acumulación de complejos aberrantes de 

ARNm y ribosomas 70S, y la inhibición de la síntesis proteica. La inhibición 

va acompañada de un aumento de la velocidad de acumulación de los 

aminoglicósidos. La causa puede ser que la degradación de los polisemas 

libera ribosomas 70S a los que pueden unirse los aminoglicósidos 

manteniéndose un gradiente de antibiótico entre el exterior y el interior de 
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la célula (17,59), ó a una alteración de la permeabilidad de la membrana 

(54). 

2.4.2.- Acción de los aminoglicósidos. 

El mecanismo de acción de los aminoglicósidos está perfec

tamente establecido. Actúan uniéndose al ribosoma, causan diversos errores 

de lectura de los ARNm (55) e inhibición de la síntesis proteica, y un 

efecto bactericida que no se conoce con exactitud. 

Es necesario para la actividad de estos antibióticos la 

presencia de un grupo amino (50). La unión al ribosoma se llevaría a cabo 

por medio de estos aminogrupos. 

Los aminoglicósidos se pueden unir tanto a la subunidad 30S 

como a la SOS por medio de las proteínas (55,177,202) o del ARN ribosómico 

(170). La unión provoca una alteración en el ribosoma que afecta al 

reconocimiento del aminoacil-ARNt, a la translocación, a la liberación de 

los polipeptidos y errores de lectura. 

El caso de la estreptomicina está bien estudiado. La estrep

tomicina se une a la subunidad 30S. Esta unión requiere la presencia de las 

proteínas S3, S5 y S12, y es estimulada por las proteínas S9 y S14(S10) 

(55). La estreptomicina no impide la formación del complejo de iniciación 

(30S-ARNm-f-met-ARNt) pero ocasiona la liberación del f-met-ARNt. Además 

promueve la unión arbitraria de aminoacil-ARNt e inhibe la liberación del 

ARNt desacilado. Afecta también a la liberación de los péptidos. Por tanto, 

la estreptomicina afecta aspectos de todas las fases de la síntesis 
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prote icas (iniciación, elongación y terminación) y causa e r r o r e s de lectura . 

El r e s to de los aminoglicósidos ac túa de forma similar variando 

el lugar de acción y fase de la s íntesis de pro te ínas sobre la que actúan. 

La a l terac ión de la prote ína L6 de la subunidad SOS causa res is tencia a la 

gentamicina (1,202). La resis tencia a la neamina es tá relacionada con 

mutantes de las p ro te ínas S17, S5 y S2 (55,202). La metilación del ARNr 16S 

se asocia con la res is tencia a la kanamicina (170). 

Algunos aminoglicósidos (higromicina B) pueden ac tua r sobre 

r ibosomas eucar io tas e inhiben la s íntes is proteica (51,55,202). 

La acción bacter ic ida de los aminoglicósidos no se explica sólo 

con el efecto sobre la s ín tes is de prote ínas . K.Matsunaga y col. (117) han 

demostrado que los aminoglicósidos pueden inhibir ia iniciación de la 

replicación del ADN posiblemente por la interrupción de la unión del ADN a 

la membrana. Los efectos de los aminoglicósidos sobre las membranas se han 

encontrado en muchos casos (40,111,176,197,205). Probablemente el resul tado 

de todos es tos fenómenos juntos provoca la acción bacter ic ida. 

2.5.-MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS AMINOGLICÓSIDOS.-

El uso de los antibióticos pa ra combat i r a los microorganismos 

conlleva la selección de cepas res i s ten tes . Los aminoglicósidos no se han 

l ibrado de es te importante problema y después de un período br i l lante de 

éxi tos como antimicrobi anos debido a su novedad, se produce la aparición de 

res i s tenc ias que limitan sus esperanzas t e rapéu t icas . Una de las ca r ac -
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terísticas de esta resistencia es su rapidez de aparición y desarrollo 

(207). 

Se han identificado tres mecanismos de resistencia a los 

aminoglicósidos: alteración del ribosoma, alteración del sistema de trans

porte y modificación enzimática del antibiótico. 

2.5.1.-Resistencia ribosómica: 

Alteraciones de las proteínas ó del ARN ribosómico dificultan 

la unión de los aminoglicósidos a los ribosomas y pueden ocasionar resis

tencia a estos antibióticos. 

La resistencia a la kanamicina estaba relacionada con la 

metilación del ARNribosómico 16S en Streptomyces tenebrarius (170). 

Alteraciones de las proteínas S12, S3 y S5 producen resistencia 

a la estreptomicina (15,55). 

Mutantes resistentes a la gentamicina presentan la proteína 

ribosomal L6 transformada (1). 

Lesiones en los genes que codifican las proteínas S5 y S12 y 

modificaciones en la S17 causan resistencia a la neamina (15,55). 

Cambios que afectan a la proteína ribosómica S5 se relacionan 

con cepas resistentes a la espectinomicina. 

50 



Los aminoglicósidos que contienen deoxiestreptamina pueden 

unirse a diferentes puntos del ribosoma y es difícil aislar mutantes 

resistentes por causas ribosómicas (54). 

Las alteraciones ribosómicas son sucesos mutacionales que 

ocurren raramente y, por tanto, tienen poco significado terapéutico. Sin 

embargo, el que cepas productoras de aminoglicósidos presenten, como 

mecanismos de defensa, ribosomas resistentes elevan el nivel de importancia 

de este mecanismo de resistencia (170). 

2.5.2.-Resistencia por alteración del transporte.-

Esta resistencia se caracteriza por ser de amplio espectro e 

incluir a la mayoría de los aminoglicósidos. 

La difusión pasiva a través de la membrana externa en gram 

negativos puede limitarse o anularse por alteraciones de las proteínas de 

membrana (188) (porinas (65), Hl (78)) o del lipopolisacárido (62,65). 

El transporte de aminoglicósidos requiere en sus dos últimas 

fases (EDP-I y EDP-II) un consumo de energía. Esta energía es proporcionada 

por la fosforilación oxidativa. Cualquier alteración que afecte a la 

generación de esta energía ó a la fuerza protón-motriz de la bacteria podrá 

originar resistencia a los aminoglicósidos. 

Se han aislado mutantes resistentes que presentan un potencial 

de membrana disminuido por deficiencia en diferentes proteínas implicadas en 

la cadena respiratoria: Citocromo d (16), cit.aa3 (5), cit.c552 (18), 
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nitrato-reductasa (18), subunidad í" de la ATP-sintasa(FiFo) (80), quinonas 

(17.19). 

Las bacterias anaerobias facultativas como los estreptococos, 

con una cadena incompleta de transportadores de electrones, son resistentes 

de forma natural a los aminoglicósidos, aunque a bajo nivel (65). 

Condiciones anaeróbicas (114) o pH ácidos disminuyen la eficacia de los 

aminoglicósidos (35). 

La resistencia por alteración del transporte es un fenómeno 

localizado e incapaz de extenderse en forma de epidemia. Sin embargo, se ha 

encontrado resistencia a los aminoglicósidos transferida por plásmidos en 

cepas que no presentaban actividad modificadora ni ribosomas resistentes a 

estos antibióticos (36). Además, las cepas con este tipo de resistencia, 

aunque de bajo crecimiento por sus mutaciones metabólicas, pueden aparecer 

en enfermos graves y causar fallos de la terapia antibiótica. 

Z.5.3.-Resistencia por modificación del antibiótico.-

Las resistencias a los aminoglicósidos causadas por los enzimas 

modificadores son las más frecuentes en clínica. La síntesis de estos 

enzimas es constitutiva, es decir, independiente de la presencia ó no de 

antibiótico. El antibiótico modificado no se une a los ribosomas y no puede 

inhibir la síntesis de proteínas (54). Además se observa una reducción del 

transporte de los aminoglicósidos al interior celular (17,44). El mecanismo 

exacto por el que estos enzimas causan resistencia no se tiene muy claro. 

Algunos autores proponen que los enzimas inactivan a los aminoglicósidos y 

estos no pueden ejercer su acción letal. Se basan en que los aminoglicósidos 

52 



modificados no pueden unirse a los ribosomas (165) y en que la posesión de 

enzimas no parece impedir la entrada de antibióticos en la etapa II (EDP-I) 

(44,165). 

Sin embargo y a pesar de la correlación positiva que existe 

entre la resistencia y la presencia de enzimas modificadores, la resistencia 

no se debe simplemente a una inactivación del antibiótico. Una serie de 

investigadores han llegado a esta conclusión apoyándose en varias obser

vaciones. Cuando una bacteria posee enzimas modificadores de aminoglicósidos 

no se detecta antibiótico modificado en el medio extracelular, sólo en el 

interior. Se excluye por tanto la detoxificación del medio como mecanismo de 

resistencia. Además se ha demostrado que al menos algunos enzimas modifi

cadores se encuentran en la cara externa (44) ó en la cara interna (136) de 

la membrana citoplasmática. 

También se ha observado que la presencia de enzimas se asocia a 

una reducción del transporte de aminoglicósidos (17,44). Los resultados 

demuestran que la etapa III o EDP-II es la que disminuye (17,44). La resis

tencia vendría determinada por la competencia entre la velocidad de entrada 

(fase II ó EDP-I) y la de modificación del aminoglicósido. Si el enzima tie

ne gran afinidad por su sustrato la modificación del aminoglicósido comienza 

a bajas concentraciones de antibióticos y podrá superar a la velocidad de 

entrada. La bacteria será resistente. Por el contrario, si el enzima tiene 

poca afinidad la cantidad de antibiótico que entra superará a la velocidad 

de modificación y habrá antibiótico suficiente sin modificar para ejercer su 

acción letal. Aunque la bacteria presente actividad enzimática modificadora 

de aminoglicósido es sensible a estos antibióticos (201). 
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La cantidad de actividad enzimática es importante en la 

expresión del nivel de resistencia para sustratos que son poco modificados 

por el enzima. Hay mutantes con un incremento de la actividad enzimática por 

aumento del número de copias del plásmido que codificaba dicha enzima. Estos 

mutantes eran resistentes a aminoglicósidos a los que la cepa original era 

sensible (11). Por otro lado, el uso de diferentes tropolonas que inhiben 

la actividad de la ANT(2") por competencia con el ATP, hacen que una 

bacteria resistente a causa de este enzima se trasforme en sensible (3,159). 

Un esquema de como los enzimas modificadores de aminoglicósidos 

causan resistencia en las cepas que los contienen sería el siguiente 

(figura-11): El aminoglicósido atraviesa la membrana externa de las 

bacterias gram negativas y se une a un transportador en la membrana 

plasmática. Ya sea antes ó después de atravesar la membrana el antibiótico 

es modificado por el enzima. El aminoglicósido modificado no se puede unir 

al ribosoma y, de alguna manera aún no determinada, su velocidad de entrada 

es reducida. Para gram positivos el proceso parece ser similar. 

Este mecanismo de resistencia es muy eficaz para la bacteria 

que lo posee, pues sólo necesita inactivar el antibiótico que penetra en la 

célula, que es sólo una ínfima parte del presente en el medio. Los 

organismos menos afortunados que no sintetizan estos enzimas no son ayudados 

por la detoxificación del antibiótico que hay en el niedio. Por esto, el 

crecimiento de las estirpes resistentes a los aminoglicósidos presentan poco 

ó nigún efecto inoculo (36). 

La información genética para la síntesis de estos enzimas se 
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encuentra frecuentemente en plásmidos y en transposones y con menor 

frecuencia en el cromosoma. 

2.6.-TOXICIDAD.-

Los aminoglicósidos producen una serie de alteraciones en la 

células de mamíferos. La expresión más grave de estos efectos es la 

toxicidad que causan en el riñon y en el oído interno. El mecanismo por el 

que ocurre esta toxicidad no está perfectamente definido. La interacción de 

los aminoglicósidos con los fosfolípidos, ATPasa (107), fosfolipasa 

lisosomal (22), con el metabolismo oxidativo de los neutrófilos (163), la 

perturbación de las membranas (6) y otros efectos pueden ser la causa de 

esta toxicidad. 

La ototoxicidad se manifiesta tanto en la porción coclear como 

en la vestibular. La toxicidad vestibular es irreversible y el porcentaje de 

pacientes que la presenta oscila entre el 1 y el 5%. La toxicidad sobre la 

función coclear suele ser leve, afecta a la zona de las altas frecuencias y 

puede aparecer incluso semanas después de haber retirado el antibiótico. Es 

irreversible al menos en la mitad de los casos (59). 

El aminoglicósido tras ser filtrado por el glomérulo es captado 

en gran parte por las células del epitelio tubular renal. El mecanismo de 

captación consiste en la unión por fuerzas electroestáticas al fosfati-

dilinositol de la membrana. Tras ser internalizado por pinocitosis se forman 

vesículas que se unirán a los lisosomas. La nefrotoxicidad inicial es tubu

lar, y posteriormente se pueden dar casos de glomerulosis secundarias (59). 
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La alteración última y más llamativa inducida por los aminogllcósidos en la 

ultraestructura del riñon es la acumulación de material osmiófilo y lamelar 

(cuerpos mieloides) en los lisosomas de las células del túbulo proximal 

(22). Se han realizado estudios de la frecuencia de nefrotoxicidad causada 

por los aminoglicósidos y se ha estimado entre el 10 y el 257o (46). 

3.-ENZIMAS MODIFICADORES DE AMINOGLICÓSIDOS 

3.1.-INTRODUCCIÓN Y NOMENCLATURA.-

El mecanismo más frecuente de resistencia adquirida a los 

aminoglicósidos es debido a enzimas modificadores. Estos enzimas son capaces 

de llevar a cabo tres reacciones generales: N-acetilación, 0-fosforilación y 

0-nucleotidilación. Para cada una de estas reacciones hay varias series de 

enzimas que atacan a grupos aminos ó hidroxilos específicos. Los enzimas 

pueden diferir por los sustratos que modifican. 

La nomenclatura de estos enzimas ha seguido el siguiente 

patrón. Los enzimas que acetilan se denominan acetilasas ó acetiltransfe-

rasas y las siglas correspondientes son AAC ("aminoglycoside-acetyl-

transferase"). Los que fosforilan reciben el nombre de fosfotransferasas ó 

fosforilasas y las siglas APH ("aminoglycoside-phosphoryltransf erase"). Los 

que nucleotidilan se llaman nucleotidiltransferasas ó adenilasas y las 

siglas ANT ("aminoglycoside-nucletidyltransf erase") ó AAD ("aminoglycoside-

adenylyltransf erase"). 
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El s i t io de modificación se indica por un número colocado en t re 

pa rén tes i s después de la designación del enzima. Por ejemplo, un enzima 

fosf opilante del grupo hidroxilo en posición 3 ' s e r í a APH(3'). En general 

las posiciones del aminociclitol son numeradas del 1 al 6; las del 

aminoazúcar en la posición 4 del aminociclitol, del 1' al 6 ' ; y las del 

aminoazúcar en posición 5 ó 6 del aminociclitol, del 1" al 6". 

En la denominación final de algunos enzimas nos podemos 

encont ra r números romanos que nos indican d i ferentes perf i les de sus t r a tos . 

Por ejemplo, APH(3')-I fosfori la a la lividomicina pero no a la butirosina, 

y la APH(3')-II fosfori la a la but irosina pero no a la lividomicina. 

Algunos enzimas pueden modificar dos posiciones di ferentes . La 

APH(3') modifica a la lividomicina en posición 5" ya que es te antibiótico no 

t iene grupo OH en posición 3 ' . Por es ta razón algunos au tores la denominan 

APH(3*)(5"). Lo más usual es indicar sólo el principal si t io de 

modificación. 

3.2. -FOSFOTRANSFERASAS. -

Los enzimas fos fo t rans fe rasas ó fosfor i lasas ca ta l izan la 

fosforilación de grupos OH de los aminoglicósidos. Pueden ut i l izar como 

donadores del grupo fosforilo el ATP, CTP, GTP ó UTP. 

OH 
I 

AG-OH + ATP =======> AG-3 ' -0 -P-0H + ADP 
II 
O 
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Un esquema de lo que puede ocur r i r en el cent ro activo de es tos 

enzimas lo podemos observar en la figura-12. 

Las fos fo t rans fe rasas pueden modificar las posiciones 3 ' , 5", 

6, 4. 3" y 2". 

X APH(3*): Las fosfor i lasas 3 ' fosfori lan el grupo OH de la 

posición 3 ' de la aminohexosa de la Km y aminoglicósidos es t ruc tu ra lmente 

relacionados y la posición 5" de la Lm. Hasta ahora , s ie te t ipos de APH(3') 

se han distinguido basándose en el rango de su s t r a to s "in vitro" y en la 

secuencia génica. 

** APH(3')-I: Se encontró por pr imera vez en un E.coli que 

contenía un plásmido de res is tencia de Shigella sonnei (199). Este enzima 

fosfor l la el grupo OH en posición 3 ' de la Km, Nm, Pm y Rm y en posición 5" 

de la Lm; no fosfori la el OH en posición 3 ' de la Bt. Las cepas productoras 

de APH(3')-I son res i s ten tes a la Km, Nm, Pm, Rm y Lm. 

La APH(3')-I se ha podido a is lar de d i ferentes organismos: 

Enterobacterias (15,81,130,199), Pseudomonas aeruginosa (15,115), 

Acinetobacter (42), Haemophilus (161), Campylobacter (133); pero no de gram 

positivos (189). El gen que la codifica se ha encontrado en plásmidos y en 

t ransposones (42,212). 
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FIGURA-12.- Esquema de cómo puede funcionar el centro 
activo del enzima APH(3*). 



Matsuhashi y col. (115) observaron diferencias en peso 

molecular, pH óptimo y afinidades por el ATP, Km y Lm en enzimas de 

d i fe rentes fuentes. El peso molecular de la APH(3')-I de una es t i rpe de 

E.coli e r a de 54Md y de dos P.aeruginosa e ran de 27 y 62Md. 

De Haemophilus parainfluenzae se aisló una var iante , 

APH(3')-Ib, p a r a la que la Km era un s u s t r a t o más débil (140). Diferentes 

es t i rpes pueden codificar di ferentes APH(3*)-I. Estudios con sondas 

genét icas demost raron la diversidad de los genes que codifican es te enzima 

en las d i ferentes especies (212). 

**APH(3*)-II: Independientemente, Yagisawa y col. (50,198) y 

Brzezniska y col. (50,198) describieron o t r a fosfor i lasa a la que denomi

naron APH(3')-II (50). Este enzima es capaz de fosfor i lar el grupo OH en 

posición 3 ' de la Km, Rm, Pm, Nm y Bt pero no el OH en posición 5" de la Lm. 

Los organismos que presentan es te enzima son res i s t en tes a la Km, Rm, Pm, Nm 

y Bt, y sensibles a la Lm. 

La APH(3') se ha aislado de Enterobacterias (50,63,137) 

Pseudomonas aeruginosa (63,115,132), Acinetobacter (124) y de Bacillus 

circulans (21,34) (un productor del aminoglicósido but i ros ina) . 

El gen que codifica este enzima, aphA-2, se ha encontrado en 

plásmidos (11,137) y en t ransposones (Tn5) (15,115). 

Matsuhasi y col (15,115). han determinado el peso molecular 
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entre 25000 y 27000 daltons, y el pH óptimo en 8.4. Los valores obtenidos de 

enzimas de Enterobacterias y de Pseudomonas no presentan diferencias 

significativas. Al contrario que la APH(3')-I, las APH(3')-IIs de diferentes 

fuentes muestran propiedades similares (115,140). 

A niveles práctico la diferenciación por el método radio-

enzimático de la actividad APH(3')-I y APH(3')-II se basa en la diferencia 

de incorporación del cofactor radioactivo en la Bt y en la Lm. Cuando la 

incorporación de radioactividad en la Lm es cinco veces mayor que en la Bt 

se dice que es la APH(3')-I. El caso inverso es la APH(3')-II. Los 

resultados obtenidos con este criterio se han comprobado con sondas 

genéticas y han correlacionado positivamente (212). Sin embargo, cuando el 

nivel de radioactividad incorporada es similar en los dos antibióticos se 

pensaba que ambos enzimas estaban presentes. En un estudio con sondas 

genéticas y el ADN de estirpes que por el criterio anterior se pensaba 

tenían las dos actividades enzimáticas, sólo se consiguió hibridación con la 

sonda de la APH(3')-I. Es posible que más de un tipo génico codifique a la 

APH(3')-II, pero es poco probable ya que únicamente se ha encontrado en un 

transposón, Tn5. Otra explicación es que se t ra te de un nuevo enzima 

relacionado con el gen de la APH(3')-I. La fosforilasa que causa resistencia 

a la Bt y a Lm es la APH(3')-III pero no se ha encontrado en 

Enterobacterias. El ADN de una estirpe P.aeruginosa con APH(3')-I1I no 

hibridaba con ninguna de las dos sondas. Es posible que el método 

radioenzimático no sea exacto para diferenciar las subclases de APH(3'). 

En Enterobacterias la presencia de APH(3')-II se ha asociado 
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con la resistencia a la bleomicina (Bleo) (64). Este fenotipo puede ayudar

nos a detectar la APH(3')-II en cepas resistentes a la Bt y Lm. 

Se encontró una APH(3')-n que fosforilaba a la AN sin causar 

resistencia (137). Cepas mutantes con una actividad enzimática elevada 

debido a un aumento del número de copias del plásmido (11) que la codifi

caba, eran resistentes a la AN. Esto es un indicativo de la importancia que 

puede tener la dosis génica en la resistencia a antibióticos mediada por 

enzimas modificadores (113). 

En Acinetobacter spp. (97) se ha aislado una APH(3') que causa 

resistencia a la AN. Las caracteristísticas de esta fosforilasa son 

similares a la de la APH(3')-I1. Quizás sea un nuevo enzima pero es más 

probable que se t ra te de una mutante con la actividad del enzima 

incrementada. 

**APH(3')-III: Umezawa y col. (200) encontraron una enzima en 

P.aeruginosa que fosforilaba a la Km, Pm, Rm, Bt y Lm y causaba resistencia 

a los mismos antibióticos. Posteriormente en Staphylococcus se detectó una 

fosforilasa con el mismo perfil de sustratos, y se llamó APH(3")-11I. 

Inicialmente se pensó que este enzima era exclusivo de gram 

positivos pues sólo se aislaba de Staphylococcus (31,48,175) y Streptococcus 

(25,29,33). Sin embargo, el enzima encontrado en P.aeruginosa presenta el 

mismo perfil de sustrato. Además se ha obtenido en diferentes especies de 

Campylobacter (96,178) y en Dranhamella catarrhalis (155) una actividad 

8 
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similar a la APH(3')-III y es tos organismos son gram negativos. Estudios de 

hibridación de ADN han demostrado una homología del gen que codifica a la 

APH(3')-II1, aphA-3, de Campylobacter spp. con el de cocos gram positivos 

(134). Esto sugiere una t ransferenc ia de genes de gram positivos a gram 

negativos en condiciones na tura les . 

La APH(3')-III puede fosfori lar a la AN. En algunos casos es ta 

fosfori lación no inactiva al antibiótico y la cepa es sensible (31,32). Una 

APH(3')-III de S.aureus (31,32) ten ía una KM para la AN un orden de magnitud 

mayor que la de la Km, y es probable que es ta diferencia explique la 

sensibilidad a la AN. En o t ros casos la fosforilación de la AN va acompañada 

de inactivación y la cepa es res i s ten te (48). 

El gen aphA-3 se ha encontrado en d i ferentes plásmidos (47, 

206), en el cromosoma (48,175) y en un t ransposón (Tnl545) (29). 

Diferentes au tores han determinado el peso molecular, punto 

isoeléctrico (pl) y pH óptimo. Umezawa y col. (200) anal izaron el enzima 

aislado de P.aeriiginosa y encontraron que el pH óptimo var iaba en t re 5 y 8 

dependiendo del sus t r a to , y el peso molecular por f i l t ración e ra de 25500 

dal tons . 

Collatz y col. (25,26) es tudiaron la API1(3')-III de 

Streptococcus y observaron que no había una c la ra dependencia del pH en t re 5 

y 9; el pl oscilaba en t re 4.8(±0.1) y 5.1(±0.2). El peso molecular dependía 

del procedimiento de purificación. Utilizando la f i l t ración a t r avés de 
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Sephadex G.200 se calculaba el peso molecular en 22500 y con Sephadex G.lOO 

en 32500. Esta diferencia se puede explicar porque la filtración con 

Sephadex G.200 superfino produce una subestimación del peso molecular debido 

a uniones del enzima con la matriz del gel. 

Trieu-Cuot y Courvalin (190) determinaron la secuencia de 

nucleótidos del gen aphA-3 en S.faecalis. El producto que correspondía a 

esta secuencia génica era una proteína de 29200 daltons y podría contener 

un 32% de ácido glutámico. Esta cantidad de ácido glutámico puede interferir 

en la desnaturalización de las proteínas con SDS y llevaría a una 

sobreestimación del peso molecular cuando se determina por electroforesis en 

presencia de este detergente. Esto sería la explicación de que el peso mole

cular calculado por Collatz y col. sea de 32500 daltons. 

Ubukata y col. (193) estimaron el peso molecular y el punto 

isoeléctrico de enzimas extraídas de S.aureus y S.epidermidis, obteniendo 

los valores de 31000 daltons y 4.1 que no diferían mucho de los obtenidos 

por Collatz y col. 

**APH(3')-IV: Varios autores (106.140,153) han denominado a la 

APH(3')-III que fosforila a la AN como APH(3')-IV. Herbert y col. (189) 

aislaron una APH(3') de Bacillus circulans que fosforilaba a la Km y a la 

Bt pero no a la Lm. Se podría confundir con la APH(3')-II pero se diferencia 

en que la II asi como la I y la III fosforilan a la Gm A+B sin causar 

resistencia, y la de Bacillus circulans no tiene esta capacidad. A esta fos-

forilasa también la llamaron APH(3')-IV. 
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**APH(3')-V: Thompson y Gray (191) describieron una fosfor i lasa 

3 ' en Streptomyces fradlae (productor de la Nm) que no t en ía actividad ni 

con la Bt ni con la Lm y la denominaron APH{3')-V. 

**APH(3')-VI: Martín y col. (180) secuenciaron el gen de una 

fosfor i lasa de Acinetobacter baumannii a la que denominaron APH(3')-VI. El 

peso molecular de es te enzima e ra 30319. 

»*APH(3')-VII: Tenover y col. (180) describieron la secuencia 

génica de una fos fo t rans fe rasa de Campylobacter j'ejuni a la que nombran como 

APH(3')-VII. El gen aphA-7 contiene 753 pares de bases y codifican una 

pro te ína de 251 aminoácidos que corresponde a 29691 dal tons. El estudio de 

homología con los genes de las o t r a s APH(3') reveló una identidad del 45.67. 

con el aphA-3. 

Tenover y Elvrum (179) detectaron en Campylobacter spp. un 

enzima con actividad cont ra la Bt, Gm, Tm ó Lm. Es una actividad APH(3') que 

no se puede incluir en ninguno de los subtipos conocidos. 

Trie-Cuot y col. (191) han comparado la secuencia génica de los 

cinco pr imeros t ipos de APH(3'). A nivel de nucleótidos no hay una homología 

signif icat iva desde el punto de vista es tadís t ico . Pero cuando se anal iza la 

secuencia de aminoácidos se observa c ie r ta e s t ruc tu r a relacionada. Este p a 

recido unido a la similitud en la actividad enzimática y a pesos moleculares 

casi idénticos indica que han divergido de un antecesor común (189). 
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•APH(5"): Yamaguchi y col (210) encont raron un enzima que 

fosfor l laba el grupo OH en posición 5" de la Lm, Nm, Pm, pero no de la Km, 

Sm y Gm. Umezawa y col (198) comprobaron que el enzima APH(3')-I e ra el que 

fosfor i laba el grupo OH en posición 5" y no un nuevo enzima. Kida y col. 

(94) hal laron en P.aeruginosa un enzima que fosfor i laba a la Rm 

preferen temente en posición 5" pero también en 3 ' . Aunque es ta actividad no 

se ha estudiado a fondo, se denomina APH(5") al enzima que fosfori la al 

grupo OH en posición 5" de la ribosa de la Rm (37,143). Sólo se ha detectado 

en bac te r i a s gram negativas (65). 

*APH(4): Leboul y col. (151) a is laron de Streptomyces 

hygroscopicus un enzima que fosfori laba a la higromicina B. 

Poster iormente Rao y col. (151) ex t ra je ron de E.coli una 

fosfor i lasa act iva cont ra higromicina B y derivados (destomicina). El lugar 

de acción de es te enzima e ra el grupo hidroxilo en posición 4 de la hiosa-

mina (ciclitol) y se le llama APH(4). 

Los dos enzimas aislados tenían un perfil s imilar sugiriendo 

una posible relación. Sin embargo estudios del peso molecular han de termi

nado en 60000 dal tons el del enzima de Streptoniyces y en 41500 el de E.coli. 

El gen que codifica la APH(4) en E.coli e ra plasmídico. 
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*APH(3"): Ozanne y col. (198) pusieron de manifiesto la 

existencia de un enzima que podía fosforilar a la estreptomicina en el 

hidroxilo en posición 3". Se la llamó APH(3"). 

Kobayashi y col. (198) encontraron posteriormente un enzima 

similar en P.aeruginosa. 

La APH(3") fosforila el grupo hidroxilo en posición 3" de la 

Estreptomicina y derivados. No actúa con la espectinomicina ni con ningún 

otro aminoglicósido. Se ha aislado de gram negativos, gram positivos y 

micobacterias. El gen que codifica a la APH(3") se ha encontrado en plásmi-

dos (77) y en transposones (tn5) (60). 

*APH(6): Walker y col. (140,141) informaron de un enzima de 

Streptomyces que fosforilaba a la estreptomicina y dihidroestreptomicina, y 

la llamaron estreptomicin-6-kinasa. Se ha podido aislar de Streptomyces 

productores de estreptomicina (141,168). 

Kida y col. (39) comunicaron que el extracto de P.aeruginosa 

GN573 fosforilaba el grupo hidroxilo en posición 5 del anillo de 

estreptidina de la estreptomicina y la denominaron APH(6). Este enzima tenía 

un pH óptimo de 8.0 y un pl de 4.7. La relación con la Sm-6-kinasa de 

Streptomyces spp. no se ha establecido. La APH(6) no se ha encontrado en 

Enterobacterias. 
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Sugiyama y col. (176) purificaron y estudiaron la Sm-6-kinasa 

de S.griseus HUT6037. El peso molecular se estimó entre 36000 y 38000 

daltons, y el pl de 6.6. 

*APH(2"): Cataliza la fosforilación del grupo 2" hidroxilo de 

la aminohexosa de la Gm, Km y Tm. Se ha aislado de S.aureus (45,102) y 

S.epidermidis (4,181) y de diferentes especies de Streptococcus (53,125). No 

se ha encontrado en gram negativos. La actividad fosforilasa APH(2") siem

pre va acompañada de actividad acetilasa tipo AAC(6'). 

Dowding (45) consiguió separar las dos actividades por 

electroforesis en geles de poliacrilamida. Le Goffic y col. (102) hablan de 

las dos actividades como enzimas diferentes de S.aureus purificados por cro

matografía e isoelectroenfoque. Los pesos moleculares de ambas enzimas eran 

iguales, 28000, y el pl de 5.7 para la acetilasa y de 5.8 para la fosfo

rilasa. Intentos posteriores de repetir la separación de estas dos acti

vidades no han dado resultado. Le Goffic y col. (104) explicaron que podría 

t ra tarse de un enzima oligomérica ya que no puede atravesar los filtros de 

Amicon XMIOO aunque el peso molecular seguía estimándose en 28000. Actual

mente se considera un enzima bifuncional APH(2")-AAC(6'). 

Courvalin y col. (30) no pudieron separar las dos actividades 

por filtración en gel, determinaron el peso molecular en 31000 y el pl en 

5.3. El pH óptimo para la actividad acetilasa era aproximadamente de 7 mien

t ras que para la actividad fosforilasa no había variación entre pH 5 y 8. 
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Ubukata y col. (193) han purificado y caracterizado diferentes 

enzimas de S.aureus y S.epidermidis. Determinaron el peso molecular del 

enzima bifuncional en 56000 y el pl en 4.1. Los pesos moleculares de otros 

enzimas fosfotrasferasas (190) y acetilasas estudiados están alrededor de 

30000, aproximadamente la mitad. 

Rouch y col. (156) clonaron el gen aacA-aphD de S.aureus en 

E.coli donde expresaba resistencia a la Gm, Tm y Km. El análisis de la 

secuencia de nucleótidos mostró que podía determinar una proteína de 479 

aminoácidos con peso molecular de 56.9 Kdal.. 

Ferreti y col. (53) analizaron el gen que codifica la 

AAC(6')-APH(2") en S.faecalis. La secuencia de nucleótidos codifica una 

proteína de 479 aminoácidos y peso molecular de 56850. La secuencia de 

aminoácidos presenta dos regiones homologas con otras proteínas estudiadas. 

Por clonación se han logrado dos segmentos génicos que especifican indepen

dientemente las dos actividades, fosfotransferasas y acetilasas. Los datos 

obtenidos por estos trabajos sugieren que el gen que codifica al enzima 

bifuncional es el resultado de una fusión génica. 

El gen que codifica a la AAC(6')-APH(2") se ha encontrado en el 

cromosoma (84,92), en plásmidos (4,47) y en transposones {Tn4001 (108), 

Tn4031 (181)). 

La actividad fosforilasa APH(2") presenta como sustrato 

principal a la Gm y Ss, y como secundarios a la Tm y Km (102,140). Sin 
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embargo, también se ha visto que fosfori la a la AN y Nt (47,164) en algunos 

casos y es la causa de res is tencia a es tos ant ibiót icos (164). 

3.3.-ACETILTRANSFERASAS. -

Las ace t i l t r ans fe ra sas ó ace t i lasas t r ans f i e ren el ace ta to del 

acet i l -coenzima A a un aminogrupo del ant ibiót ico. Estos enzimas modifican 

sólo los aminoglicósidos que contienen 2-desoxies t rep tamina ó for tamina, 

quedando excluidos estreptomicina y espectinomicina. La aceti lación puede 

producirse en t r e s grupos aminos dist intos, s i tuados en posición 3, 2 ' y 6' . 

Recientemente se ha descr i to una nueva acet i lasa que modifica la posición 1. 

*AAC(6'): Catal iza la aceti lación del grupo amino en posición 

6' (f igura-13). Todos los componentes con un grupo amino l ibre en posición 

6' pueden ser modificados (Nm, KmA y B, Tm, Gmcia, Ss, Nt, DKB, Bt, AN y 

Rm). 

Okamoto y Suzuki (8) informaron que un e x t r a c t o enzimático de 

E.coli K-12 R-5 t ranspor tando un plásmido R, inactivaba a la Km por 

aceti lación. Umezawa y col. (8) aislaron el producto de la acetilación de la 

KmA y demost raron que e ra acet i lada en el grupo amino en posición 6 ' . 

Benveniste y Davies (8) ais laron y purif icaron es te enzima de E.coli 677 con 

un plásmido R. Encontraron que acet i laba a la KmA y B, NmB y C, Gmcia y 

Gmc2, y las hibrimicinas. No acet i laba ni a la Pm ni a la GmA. 

70 



KANAMICINAA 

CHjOH 

FIGURA-13.- Acetilación de la kanamicina por los enzimas 
AAC(6') y AAC(3). 



Jacoby (82) describe una Km-ace t i l t r ans fe rasa de P.aeruginosa 

que causaba res is tencia a la Km, AN, Bt, Tm y Ss, pero no a la Gm, y que 

podía t r an smi t i r s e a o t r a s es t i rpes de Pseudomonas por conjugación. 

Le Goffic y col. (68) denominaron AAC(6')-II a un enzima 

ais lada de Moraxella. 

Kawabe y col.(90) identificaron o t r a enzima de P.aeruginosa que 

acet i laba a la KmA, KmB, DKB, 6'-Me-DKB pero no a la KmC, AN ni Gmcia, y la 

l lamaron AAC(6')-III. 

Kawabe y col. (91) detectaron en P.aeruginosa una acet i lasa que 

producía res is tencia a la AN, DKB y Km. 

Haas y col. (75) determinaron una AAC(6') en P.aeruginosa con 

muy baja actividad pa ra la Bt y AN similar a la AAC(6')-III de Kawabe y col. 

Mitsuhashi (68) clasificó a las AAC(6') en cua t ro ca tegor ías 

basándose en el perfil de sus t r a to . La AAC(6*)-I modifica a la KmA y B y a 

la Nm. La AAC(6')-II inactiva a la KmA y B, Nm, Gmcia y Gmc2. La AAC(6')-III 

es act iva cont ra los su s t r a to s de la clase II además de la DKB. La 

AAC(6')-IV modifica a todos los sus t ra tos de la III más la AN. 

Otra clasificación (140) seguida en Europa y Norteamérica 

considera como AAC(6')-I al enzima aislado de E.coli K-12 R-5 por Umezawa y 

col. (8) con pl de 5.4. AAC(6')-II es el enzima obtenido de Moraxella por Le 
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Goffíc y col. (68) con perfil de sus t r a to algo diferente al de la I y con pl 

de 7.6. AAC(6')-III es el enzima que t iene poca actividad cont ra la AN 

encontrado en P.aeruginosa y causa res is tencia a la Gm, Nt y Trn. La 

actividad enzimática que acompaña a la APH(2") en Staphylococcus es la 

AAC(6')-IV y t iene poca actividad con la Nm. 

Actualmente (64,166) se ha simplificado la clasificación y se 

reconocen dos subclases. La AAC(6')-I confiere res is tencia a la AN, Tm, DKB, 

Nt, Km y Nm. La AAC(6')-II determina res is tencia a la Gm, Tm, DKB, Nt, Nm y 

Km, no inactiva a la AN. Ambas subclases causan res i s tenc ia a la 5 -ep i -

sisomicina (64,204). La Pm no es sus t r a to porque posee un grupo OH en posi

ción 6' en vez del amino necesario. La AAC(6')-I puede ace t i l a r y producir 

res i s tenc ia a la isepamicina (61). 

Esta últ ima clasificación no es seguida por todos los au tores y 

es posible encont ra r a r t í cu los recientes con los t ipos del I al IV (186). 

Las AAC(6')s se han encontrado en gram negativos y en gram 

positivos. En Staphylococcus y Streptococcus f recuentemente se encuentra la 

actividad AAC(6') asociada con la APH(2") en el enzima bifuncional. Las 

c a r a c t e r í s t i c a s de es te enzima ya las vimos cuando estudiamos la APH(2"). La 

actividad ace t i lasa ac túa con la Km, Tm, Gmcia, AN y Nt (206) y t iene poca 

afinidad por la Nm. Las cepas que contienen a la AAC(6')-APH(2") son res i s 

t en t e s a la Gm, Tm y Km (109,181) y a veces a la AN y Nt (206 también. El 

grupo amino en posición 6' de la fort imicina y derivados es también acet i -

lado por la bifuncional causando res is tencia a estos ant ibiót icos (66,74). 
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Los genes que codifican a las AAC(6')s, aacA, se han encontrado 

en plásmidos (88,166), en t ransposones (Tnl331 (127), Tn2424 (121)) y en el 

cromosoma (83). 

Tran Van Nhieu y Coliatz (185) es tudiaron el gen que codifica a 

la AAC(6')-IV, aacA-4. Este gen constaba de 600 pares de bases y codificaba 

a un enzima de 22.4 Kd con pl de 5.35. Poster iormente los mismos au tores 

(186) anal izaron la relación en t re las AAC(6')-4 codificadas por d i ferentes 

plásmidos mediante hibridación de ADN e inmunoensayo. Encontraron poca homo

logía del ADN y escasa reactividad inmunológica cruzada, sugiriéndose que 

exis ten al menos dos t ipos diferentes de genes pa ra las AAC(6')-4 que median 

la res is tencia a la AN. 

Nobuta y col. (127) secuenciaron el gen de una AAC(6') de 

Klebsiella pneumoniae r es i s ten te a la AN y correspondía a un péptido de 

23Kd. 

Shaw y col. (166) estudiaron el gen de una AAC(6')-II de 

P.aeruglnosa. Este gen mediaba la res is tencia a la Gm, Tm y Nt pero no a la 

AN ó 10: Compararon la secuencia con la obtenida por Tran Van Nhieu y 

Coliatz (185) obteniendo un 82% de homología. Estos au tores proponen que los 

dos genes surgieron de un antecesor común y que el proceso de selección y 

diseminación ha conducido a las diferencias ac tuales observadas en el 

espect ro de res is tencia . 

74 



*AAC(2'): Acetila el grupo amino en posición 2' de la Gm, KmB y 

C, Tm, DKB, Nm, Pm, Lm, Bt, Rm y Ss pero no a la KmA ni AN por ca recer de 

es te grupo (39,143). La presencia de es te enzima produce res is tencia (64) a 

la Gm, Tm, Nt, Nm (79), DKB (167), Ss (167) y Lm. 

La pr imera AAC(2') se aisló de Providencia stuartii (39). Este 

enzima parece e s t a r asociado principalmente con Providencia (139,140) aunque 

también se ha obtenido de Proteus (139,140). 

El enzima se purificó parcia lmente mediante c romatograf ía en 

Sephadex G-lOO y parec ía una prote ína pequeña (39). 

El gen que codifica a la AAC(2') no se ha localizado en 

plásmidos. Davies y Smith (39) hacen referencia a una c i ta que habla de 

AAC(2') a is lada de Proteus y codificada por plásmidos. Sin embargo, Phillips 

y Shannon (140) no encontraron este dato en dicha ci ta . 

Se ha encontrado una AAC(2') en Streptomyces spectabilis 

productor de la espectinomicina. Mitsuhashi (140) propone que el enzima 

aislado de Streptomyces spectabilis se denomine AAC(2')-I y el de 

Providencia AAC(2')-II. 

*AAC(3): Acetilan el amino en posición 3 del anillo de 

2-deoxies t rep tamina (figura-13). Se clasifican basándose en el perfi l de 

s u s t r a t o y espect ro de resis tencia . Se han identificado has ta s ie te iso-

enzimas d i ferentes (203). 
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«»AAC(3)-1: Mitsuhashi y col. (198) informaron que el sobre

nadante de una es t i rpe P.aeruginosa inactivaba a las Gmcia, ci y cz por 

aceti lación. Brezezinska y col. (39,198) describieron una actividad similar 

también en P.aeruginosa e identificaron como Gm acet i lada al antibiótico 

modificado. Este enzima acet i laba a la Gm y a la Ss pero no a la Km. 

La AAC(3)-I se ha aislado de Pseudomonas y Enterobacterias. 

Modifica a la Gm, Ss y Fm y en menor grado a la Km, Tm, DKB y Nt. Las cepas 

que la s in te t izan presentan un fenotipo t ípico de res is tencia a la Gm, Ss y 

Fm. Sólo o t ro enzima, la bifuncional AAC(6')-APH(2"), produce res is tencia a 

la Fm y derivados (74). La AAC(3)-I modifica a la Fm y derivados en el grupo 

amino en posición 1 de la for tamina ya que no presenta ningún amino en 

posición 3 (66,131). Algunos autores (65,116) hacen referencia a que el 

grupo amino modificado es el 4 pero se debe a que han numerado en diferente 

orden los carbonos de la for tamina (f igura-4) . 

Williams y Northrop (39) purif icaron la AAC(3)-I. Tenía un peso 

molecular de 6300016300 y es taba compuesta por cua t ro subunidades idénticas 

de I7000±1700. La actividad no variaba a pH ent re 5.5 y 8.5. La KM y VM para 

la Gmcia e r a de 0.3±0.08fiM y 3.0±0.15U/mg respect ivamente, y para la Tm de 

2.3±0.2jiM y 0.48+0.02U/mg. Esta diferencia expl icar ía que siendo la Tm un 

s u s t r a t o pa ra la AAC(3)-I no sea modificada con la suficiente velocidad pa ra 

impedir su efecto bacter ic ida. 

Le Goffic y col. (103) calcularon el pl de la AAC(3)-I en 7.4. 
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El término AAC(3)-Ia (140) se ha usado pa ra el fenotipo Gm ,Nt 

encontrado en P.aeruginosa. La base enzimática de es te fenotipo no se 

conoce. 

El gen de la AAC(3)-I, aacC-1, se encuentra principalmente en 

plásmidos y con mucha frecuencia en plásmidos conjugativos (70). 

**AAC(3)-II: Le Goffic y col. (103) encontraron una acet i lasa 

en una es t i rpe de Klebsiella que causaba res is tencia a la Gm, Ss, Tm y Km y 

e ra t r an s f e r i da a E.coli por conjugación. El grupo que modificaba e ra el 

amino en posición 3. Determinaron el pl en 6.4. Debido a la diferencia de pl 

y del perfi l de res is tencia que ocasionaba, la denominaron AAC(3)-IL 

Este enzima se ha aislado principalmente de Enterobacterias 

(203). Es activo con la Gm, Tm, DKB, KmA y B (23). Causa res is tencia a los 

mismos su s t r a to s excepto a la KmB (68). Es curioso que presentando mayor 

actividad enzimática con la KmB que con la KmA produce res is tencia sólo a 

és te último (68). 

Vliegenthart y col. (203) secuenciaron el gen aacC-2 que 

codifica a la AAC(3)-IL Contiene 858 pb que corresponden a un polipéptido 

de 30.6 Kd. 

**ACC(3)-III: Biddlecome y col. (10) encontraron en 

P.aeruginosa PST un enzima que acet i laba a la Gm, Ss, Km, Nm, Pm y Tm pero 

no t iene actividad con la AN y Bt. La cepa e ra res i s t en te a la Gm, Ss, Tm, 
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Km y Pm. Aunque la Nm es un s u s t r a t o la cepa sólo e r a medianamente 

r e s i s t en t e (CMI: 8g / l ) a es te ant ibiót ico. Sugirieron que quizás la 

AAC(3)-III había surgido por mutación de la AAC(3)-I. Los intentos de 

t r a n s f e r i r la res is tencia f racasaron , concluyendo que el gen que la codifica 

puede ser cromosómico. 

La AAC(3)-III es activa con la Gm. Ss. Tm, DKB. Nm, Pm, Km y 

5-episisomicina pero no con la AN y Bt (64,79). Las bac te r i a s que presentan 

es te enzima son res i s t en tes a la Gm, Ss, Tm, DKB, Nt, Nm, Pm, Km y 

5-episisomicina (64,203). La AAC(3)-III es la única AAC(3) que inactiva a la 

5-episisomicina (64,68), por lo que es te ant ibiót ico es útil pa ra una 

clasificación cor rec ta . 

Brau y col. (203) han secuenciado el gen de la AAC(3)-III, 

aacC-3 . Vliegenthart y col. (203) compararon la secuencia de es te gen con el 

aacC-2 y no encontraron diferencias signif icat ivas que jus t i f i ca ran la 

dispar idad de sus t r a to s . La explicación que Vliegenthart y col. (203) dan es 

que Brau y col. (203) no incluyeron el perfil de s u s t r a t o necesario pa ra 

ident i f icar inequívocamente a la AAC(3)-1II. Es posible que el fenotipo de 

res i s tenc ia de la cepa que ellos estudiaron fuera el resu l tado de una 

AAC(3)-II y una APH(3') y que el gen que ellos clonaron sea el aacC-2. 

La AAC(3)-III se aisla principalmente de bacilos gram 

negativos. Sin embargo, Uduo y col. (196) informaron de una AAC(3)-III en 

Mycobacterium fortuitum. Este enzima tenía el mismo perfi l de s u s t r a t o que 

la AAC(3)-II pero como no incluyeron la Ap podría t r a t a r s e de una AAC(3)-IV. 
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**AAC(3)-IV: Davies y O'Connor (38) encontraron una enzima en 

bac te r i a s a is ladas de animales que acet i laba a los su s t r a to s de la 

AAC(3)-III y a la Ap. La Km no era tan buen s u s t r a t o como la Gm, Tm, Nm ó 

Ap. La apramicina es modificada en el grupo amino en posición 3 como el 

r e s t o de los antibióticos. Se le llamó AAC(3)-1V. La res is tencia se 

t r a n s m i t í a por conjugación, deduciéndose que el gen e ra plasmídico. 

Hedges y Shannon (79) aislaron una AAC(3)-IV de una es t i rpe de 

E.coli de origen animal que venía codificada en el t ransposón TnSOO y con

f e r í a res is tencia a la Ap, Gm, Tm, KmA y Nm. 

Chaslus-Dancla y col. (24) determinaron una AAC(3)-IV que tenía 

poca actividad con la Pm. 

Al principio las bac te r ias que presentaban AAC(3)-IV eran de 

origen animal. Sin embargo, actualmente se han aislado en Enterobacterias de 

origen humano (65,67). 

La AAC(3)-IV sólo se ha aislado de Enterobacterias. Uduo y col. 

(196) encontraron una AAC(3) en Mycobacterium fortuitum cuyo perfil e ra el 

de una AAC(3)-III pero no descar ta ron que fuera una AAC{3)-IV. 

**AAC(3)-V: Gómez-Lus y col. (71) ut i l izaron es te término por 

p r imera vez pa ra definir a una acet i lasa que ten ía como s u s t r a t o s y causaba 

res is tencia a la Gm, Tm, DKB, Ss y Nt. Se diferenciaba de la AAC(3)-n en 
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que no producía res is tencia a la Km. No se t r a t a b a de una AAC(3)-III porque 

la Nm, Pm, Rm y Lm no eran sus t ra tos . Se distingue de la AAC(3)-IV porque no 

t iene actividad con la Ap. 

Este enzima se ha aislado de diferentes Enterobacterias y es 

codificado por plásmidos conjugativos (7,155). El gen de la AAC{3)-V, 

aacC-5, se ha encontrado en t ransposones {Tn2922 (112) y Tnl699 (7)). 

Barg (7) construyó una sonda pa ra el gen aacC-5. Estudios de 

hibridación con el DNA de organismos productores de las siguientes enzimas 

ANT(2"). AAC(3)-I, II, III y IV, ANT(4"), AAC(6')-I, APH(3')-I y IV y 

AAC(2'), dieron resul tados negativos. 

**AAC(3)-VII: Pérez-González y col. (135) estudiando a una 

es t i rpe de Streptomyces rimosus forma paromomycinus encontraron una 

ace t i lasa que modificaba a la Pm, NmB y C, LmA, KmA y B, GmCia, y Ci, Tm, 

Ss, Nt G-418. La AN, Bt, HygB, kasugamicina, Rm, Sm y Sp no eran sus t r a tos . 

La l lamaron AAC(3)-VII pero su perfil de s u s t r a t o es igual al de la 

AAC(3)-III. Secuenciaron (108) el gen que la codificaba, aacC-7, y constaba 

de 1495pb. El gen aacC-7 es taba localizado en un f ragmento de 864 pb y 

correspondía a un polipéptido de 31070 dal tons, que correlacionaba con el 

peso molecular de 32000 daltons obtenido por medios f ísicos. 

Estudios de hibridación de ADN con los genes de la AAC(3)-III y 

IV mos t ra ron una gran homología, 59 y 41% respect ivamente . No se detectó 

ningún parecido con la AAC(3)-I. 
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La similitud (59%) ent re la AAC(3)-III y la VII correlaciona 

bien con el perfi l s imilar de sus t ra tos . 

**Otras AAC(3): Uduo y col. (194) encontraron dos actividades 

ace t i l a sas en Mycobacterias de rápido crecimiento. Uno de los perf i les e ra 

Tm, Pm, Lm y Km como los mejores su s t r a to s y Fm, Gm y AN como sus t r a to s 

menores. El o t ro perfi l e ra más pequeño y englobaba a la Gm y Tm como los 

su s t r a to s mejores, a la Pm y Km como sus t r a tos menores y la Lm, AN y Fm no 

eran sus t r a to s . Estos au tores proponían que son nuevas AAC(3) pero no han 

ut i l izado todos los sus t r a to s necesarios pa ra de sca r t a r los o t ros perfi les 

de AAC(3). 

*AAC(1): Lovering y col. (65) describen un enzima que acet i la a 

la Ap en posición 1 y a la Nm y Rm en posición 1 y 6 ' . La l lamaron AAC(l). 

Anteriormente Hedges y Shannon (79) habían encontrado una 

acet i lasa que ten ía como sus t r a to s a la Ap, Nm y Pm. No lograron determinar 

el grupo que se modificaba y no la identif icaron. Es posible que pueda 

t r a t a r s e de un enzima parecido al de Lovering y col. (55). La s ín tes is del 

enzima e ra dir igida por un gen cromosómico. 

Sales y Cunliffe (158) ca rac te r i za ron una acet i lasa de 

Micrornonospora Inyoensis. La Nm y derivados eran buenos su s t r a to s y también 

la Ap, mien t ras que la Gm y Km no. M.inyoensis s in te t izaba la Ss pero es te 
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antibiót ico tampoco e ra aceti lado. Los au tores no excluyeron la posibilidad 

de que es te enzima ac tua ra en posición 1 del anillo II. 

3 .4 . - NUCLEOTIDILTRANSFERASAS.-

Las adenilasas ó nucleot id i l t ransferasas ca ta l izan la 

t r ans fe renc ia del nucleótido del ATP y o t ros nucleótidos a un grupo hidroxi-

lo del aminoglicósido. La nucleotidilación puede producirse en las siguien

tes posiciones: 2", 4 ' , 3", 9 y 6. 

*ANT(2").- Benveniste y Davies (198) encontraron en una es t i rpe 

de E.coli, que por taba un plásmido de res is tencia de Klebsiella, actividad 

adenilasa pa ra la GmCia, C2 y Ci y Km. La cepa e r a res i s t en te a la Gm, Tm y 

Km pero sensible a la Nm y AN (140). Este enzima ca ta l i za la nucleo

tidilación de los aminoglicósidos en el grupo hidroxilo en posición 2" de la 

aminohexosa (figura-14). Puede ut i l izar ATP, GTP, CTP y UTP como cofactores 

y por es to se le debe l lamar nucle t id i l t ransferasa , ANT(2"), más que adeni

lasa (140). 

Smith y Smith (39) purif icaron el enzima. El peso molecular que 

determinaron e ra de 35000 dal tons por c romatograf ía en Sephadex G-100. 

Las cepas que s intet izan es te enzima son res i s t en tes a la Km, 

Gm, Ss, Tm y DKB pero sensibles a la Nt (12,70). 
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CHjOH 

TOBRAMICINA 

FIGURA-14.- Adenilación de la tobramicina por los enzimas 
ANT(2") y ANT(4'). 



Coombe y George (27) hal laron una adenilasa que ac tuaba sobre 

la Gm, Ss, Tm, Km y también sobre la AN. Purif icaron el enzima y obtuvieron 

un peso molecular de 29000 dal tons por c romatogra f ía en Sephadex S-200 y un 

pH óptimo de 7 .8-8 . La actividad enzimática se t r a s f e r í a por conjugación. La 

denominaron ANT(2")-IL En este estudio la actividad adenilasa iba acom

pañada siempre de APH(3')-L Aleddinoglu y Kocabiyik (2) encontraron también 

una ANT(2") que causaba res is tencia a la AN. 

La ANT(2") se ha aislado de Enterobacterias (2,129) y 

Pseudomonas (85). Gray y coi. (72) informaron que S.aureus (SJ63) expresaba 

actividad ANT(2"). 

El gen que codifica a la ANT(2") se ha encontrado en plásmidos 

(118,129) y posiblemente en t ransposones (73). 

Estudios de homología de los genes que especifican a la ANT(2") 

parecen demos t ra r que hay heterogeneidad en las secuencias codificadoras 

(98). 

*ANT(4') . - Adenilan los sus t r a to s en posición 4 ' y también los 

grupos hidroxilos en posición ecuatorial 4" (como la DKB) pero no ios hidro-

xilos en posición polar 4" (como la Gm). 

Le Goffic y col. (101) ex t ra je ron de S.aureus un enzima que 

adenilaba a la Km, AN, Tm, Lm, Bt, Rm y Nm, pero no a la Gm, Ss ó Ap. La 
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cepa e r a r e s i s t en te a la Km, Nm, Pm, Tm y Bt y l igeramente r e s i s t en te a la 

Lm y AN. El gen que mediaba es ta res is tencia e ra plasmídico. El estudio de 

los ant ibiót icos modificados demostró que la posición adenilada e r a el hi-

droxilo en posición 4 ' . La denominaron AAD(4'). Ya que puede u t i l izar t an to 

ATP, GTP como UTP, el nombre más apropiado es ANT(4'). El pH óptimo var iaba 

según el su s t r a to . Pa ra la Tm era de 4.5 y pa ra la AN de 6. El pl se calculó 

en 5.1. Pos ter iormente determinaron el peso molecular en 22000 daltons 

(100). 

Santanam y col. (162) también encontraron la actividad AAD(4') 

en una es t i rpe de S.epidermldis. Observaron que la 4 ' -deoxykanamicina e ra un 

s u s t r a t o , no asi la 4 ' -deoxybut i rosina y señalaron la posibilidad de que el 

grupo hidroxilo en posición 4" podría ser modificado por el mismo enzima. 

Le Goffic y col. (10) advir t ieron que la DKB que ca rec ía del 

grupo hidroxilo en 4 ' e ra modificada por la ANT(4'). Estudiando las 

moléculas de Tm y DKB propusieron que era el grupo hidroxilo en 2" el 

modificado. Estudiaron la e s t ruc tu ra de la DKB modificada por la ANT{4') y 

la compararon con la DKB modificada por la ANT(2") (100). Los resul tados in

dicaban una semejanza y concluyeron que la ANT(4') modificaba a la DKB en la 

posición 2". 

Sin embargo, los estudios real izados por Schwotzer y col. (140) 

determinaron que la ANT(4') adenilaba el grupo 4" cuando es taba en posición 

ecuator ia l . 
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La ANT(4') adenila los sus t r a to s en posición 4' y también los 

ecuator ia les en 4", pero no los polares en 4". Otra posibilidad es la 

posición 2". Los sus t r a to s de es te enzima son Km, AN, DKB, Lm, Bt, Rm y Nm, 

pero no lo son la Gm, Ss, Nt y Ap. Las cepas que presentan es te enzima son 

r e s i s t en te s a la Km, Tm, Bt, Rm, Nm y l igeramente a la DKB, Lm y AN 

(165,193). 

Ubukata y col. (193) purif icaron y ca rac t e r i za ron diferentes 

enzimas de S.aureus y S.epidermidis, en t re ellas a la ANT(4')(4"). El peso 

molecular que calcularon fué de 36000 y el pl de 4.7. Estos datos difieren 

de los obtenidos por Le Goffic y col. (100,101), y por Santanam y col. (193) 

Estos últ imos determinaron el peso molecular en 46770 y el pl en 5.0. 

El gen que codifica a la ANT(4')(4"), aadD, se encuentra nor

malmente en plásmidos, pero también se ha detectado en el cromosoma (192). 

ANT(4')(4") se ha aislado sólo de S.aureus y S.epidermidis. Ese 

hecho puede cambiar si se confirma la identificación de una ANT(4')(4") en

cont rada en P.aeruginosa (65). 

*AAD(3").- Umezawa y col. (198) describieron por pr imera vez un 

enzima que adenilaba a la Sm. El lugar de modificación e r a el grupo hidro-

xilo en posición 3" (39). Davies y col. (198) descubrieron que es ta adenila-

sa también ac tuaba sobre la Sp pero en posición 9. Se la llama AAD(3")(9) e 

inactiva a la Sm y a la Sp. Puede usar ATP y dATP como cofac tores pero no 
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los o t ros nucletidos (140). Se ha aislado en gram negativos solamente (140). 

El gen que codifica a la AAD(3")(9), aadA, normalmente se loca

liza en plásmidos y se ha identificado también en t ransposones (Tn4 (39), 

Tn21, Tn2424. Tn2411 (121)). 

*AAD(9): La AAD(9) ó Espec t in-adeni l t ransfe rasa es producida 

por S.aureus 1206 y es capaz de adenilar a la Sp pero no a la Sm. El si t io 

de modificación es el hidroxilo en posición 9 (39). Este enzima no ha sido 

estudiado en detal le . También se ha encontrado en P.aeruginosa (152). 

*AAD(6).- Kawabe y col. (89) observaron en S.aureus que la 

res is tencia a la Sm y Sp e ra codificada por plásmidos di ferentes . Ambos 

ant ibiót icos eran adenilados aunque no determinaron la posición modificada. 

La Sm adenilada por S .aureus e ra diferente de la Sm adenilada en posición 3" 

indicando que no se t r a t a b a de la AAD(3") de E.coli. Poster iormente 

demost raron que se modificaba el grupo hidroxilo en posición 6 (39). Se le 

denominó AAD(6) y es capaz de adenilar a la Sm pero no a la Sp. 

3.5.-0RIGEN Y EVOLUCIÓN DE LOS ENZIMAS MODIFICADORES.-

La existencia de mecanismos t an eficaces de res is tencia 

bac te r iana a los aminoglicósidos, en especial la producción de enzimas 

modificadores, ha suscitado la cuestión de su origen y su diversidad. A 
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priori se ha descartado que los genes de resistencia estuviesen relacionados 

con funciones bioquímicas nuevas y diferentes. Era más probable que los 

determinantes de resistencia ya existiesen y que al cambiar de organismo 

hospedador, la misma función tuviese una aplicación diferente. Esta 

hipótesis sugiere que los organismos productores de aminogiicósidos y los 

determinantes plasmídicos de resistencia son las fuentes potenciales para 

las bacterias patógenas. Es evidente que los microorganismos deben poseer 

mecanismos protectores frente a los propios antibióticos que elaboran para 

resistir a un suicidio, de otro modo inevitable (tabla-12). Bacillus 

circulans NRRLB-3312 sintetiza la But y contiene una APH(3') con perfil 

similar a la APH(3')-II encontrada en E.coli (101). El gen que codificaba a 

esta fosfotransferasa fué clonado y expresado en E.coli. Streptomyces fradie 

productor de la Nm presenta actividad APH(3') y AAC(3) frente a este 

antibiótico (182). 

En organismos productores de aminogiicósidos podemos encontrar 

mecanismos de resistencia de las cepas clínicas y viceversa. Sin embargo, 

existen excepciones. Las nucleotidilasas que se encuentran en aislados 

clínicos de gram negativos y gram positivos, no se han detectado en 

microorganismos productores de antibióticos. La nucleotidilación es una 

modificación enzimática de elevado gasto energético para la célula, 

consumiendo ATP. La procedencia real de las nucleotidilasas podría ser 

fosfotransfcrasas mutadas, ó bien antiguos restos de una forma reversible de 

activación ó inactivación de una molécula glicosídica, de función 

desconocida (65). 
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TABLA-12.- Microorganismos productores de aminoglicósidos y mecanismos de 

resistencia frente al antibiótico sistetizado. 

ORGANISMO ANTIBIÓTICO MECANISMO 

Streptomyces fradiae Neomicina B Fosforilación (APH) 

Acetilación (AAC) 

Micromonospora purpurea Gentamicinas Modificación 16S RNA 

Streptomyces kanamyceticus Kanamicina A Acetilación (AAC) 

Alteración ribosomal 

Streptomyces griseus Estreptomicina Fosforilación (APH) 

Streptomyces hygroscopicus Higromicina B Fosforilación (APH) 

Bacillus circulans Butirosina Fosforilación (APH) 



Recientemente se ha demostrado que AAC(3)-IIIs de M.fortuitiim y 

de P.aeruginosa eran inhibidas por el oxalacetato (195). Se piensa que el 

efecto inhibitorio se debe a una reacción de condensación entre el 

oxalacetato y el Acetil-Coenzima A para producir citrato. Es posible que los 

enzimas modificadores de aminoglicósidos posean afinidad por otros 

componentes además de los aminoglicósidos, y que tengan funciones metabóli-

cas no relacionadas con la modificación de estos antibióticos. De hecho, los 

genes que codifican los enzimas son partes integrantes de los racimos de ge

nes biosintéticos. Probablemente los enzimas actúan regulando las rutas bio-

sintéticas. Es una realidad que la clonación de genes de resistencia en or

ganismos productores ha mejorado visiblemente el rendimiento en la obtención 

de antibióticos (65). 

Como modelo para estudiar la evolución y transferencia genética 

de la resistencia a los aminoglicósidos en condiciones naturales se ha 

elegido a las APH(3') (190). La comparación de la secuencia de aminoácidos 

de los enzimas APH(3')-I del transposón Tn903 y APH(3')-1I del transposón 

Tn5, detectados en gram negativos, y de la APH(3')-I1I de Staphylococcus y 

StreptococcLis, de la APH(3')-IV de Bacillus circulans (productor de la 

butirosina) y de la APH(3')-V de Streptomyces fradie (productor de la neomi-

cina) mostró que habían divergido de un antecesor común. El hecho de que el 

gen que codifica una APH(3')-I1I en Campylobacter es idéntico al de 

Streptococcus constituye una evidencia de transferencia de ADN entre gram 

positivos y gram negativos. 

Los microorganismos productores de antibióticos constituyen una 
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fuente característica de plásmidos R. El mecanismo coiierente de formación de 

estos plásmidos es el de transposición, a lo que contribuye también la gran 

variedad de transferencia genética interespecífica e intergenérica. El flujo 

genético parece iniciarse en los estreptomicetos productores de anti

bióticos, propagándose luego a otros microorganismos gram positivos y gram 

negativos. Este trasiego genético es corroborado por el hallazgo de genes 

idénticos (190) en gram positivos iStaphylococcus y Streptococcus) y en gram 

negativos (Campylobacter spp.(134)). 

3.6.-MÉTODOS DE DETECCIÓN DE LOS ENZIMAS MODIFICADORES.-

La detección e identificación de los enzimas modificadores de 

aminoglicósidos se puede realizar por tres métodos principales. 

*Método Microbiológico ó Bioensayc-

Se basa en la reducción de los halos de inhibición de los 

aminoglicósidos producida por el extracto enzimático de las bacterias resis

tentes. 

Sobre un césped de una bacteria sensible se colocan diferentes 

discos de antibióticos. Sobre estos discos se añaden cantidades concretas de 

extracto enzimático. Dependiendo de la reducción ó no de los halos de inhi

bición de los diferentes aminoglicósidos, podemos tener una idea de que tipo 

de enzima actúa. 

8 
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Una variación de este método y que da mejor resultado es 

incubar previamente el disco de antibiótico con el extracto, el cofactor 

adecuado (Acetil-coenzima A ó ATP) y el tampón durante 30 minutos a 37 C. 

Este método no diferencia las adenilasas de las fosforilasas porque ambos 

enzimas utilizan el ATP como cofactor. 

«Método Radioactivo.-

Este método se basa en la reacción específica que llevan a cabo 

los enzimas. Las acetilasas transfieren el acetilo del Acetil-Coenzima A al 

14 

antibiótico. Si marcamos el Acetil-Coenzima A con C a nivel del acetato, 

la radioactividad pasará al antibiótico. En el caso de las adenilasas que 
14 

llevan el adenilo del ATP al aminoglicósido, se utiliza ATP marcado con C . 

Las fosforilasas transfieren el fosfato del ATP al antibiótico y se utiliza 
32 ATP marcado con P . 

La reacción se lleva a cabo mezclando el extracto enzimático, 

el cofactor marcado radioactivamente, el tampón y el antibiótico e incubando 

normalmente a 37°C durante 30 minutos. De cada mezcla de reacción se toma 

una cantidad de muestra y se coloca sobre cuadrados de papel de 

fosfocelulosa. Estos papelitos se introducen en agua a 80°C para detener la 

reacción enzimática, se lavan varias veces y se secan. Los aminoglicósidos 

por sus cargas positivas quedan adheridos al papel de fosfocelulosa, que 

tiene cargas negativas. Durante el lavado excepto el antibiótico todos los 

demás productos son eliminados. Una vez seco el papel se pasa a determinar 

la radioactividad. Según el cofactor utilizado y el perfil de aminogli-
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cosidos marcados podemos identificar las diferentes clases, subclases y t i

pos de enzimas (76). El problema de esta técnica se da cuando existen varios 

tipos de enzimas cuyos perfiles de sustratos se solapan. 

Bongaert y Vliegenthart (13) proponen que da más información el 

estudio de los efectos de la concentración de los sustratos sobre las velo

cidades de reacción que el perfil típico obtenido con una sola concentración 

de sustrato. 

*Método Genético.-

Se basa en la hibridación del ADN de la cepa a estudiar con 

sondas genéticas específicas de un enzima. Se han sintetizado sondas de 

muchos de los enzimas modificadores de aminoglicósidos. La hibridación posi

tiva de una sonda determinada con el ADN (plasmídico o total) de la cepa en 

estudio indicaría la presencia del gen que codifica a ese enzima, y por 

tanto, la existencia del propio enzima. Este método es muy específico pues 

sólo detecta el enzima definido por la sonda. 

La combinación del método radioenzimático con la utilización de 

sondas genéticas permite una identificación precisa de los diferentes 

enzimas. 
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4.-PLASMID0S DE RESISTENCIA (57.i28.i83).-

Al principio se pensaba que la aparición de bacterias resis

tentes a las drogas era el resultado de una mutación espontánea que la pre

sión ejercida por el uso de ese producto terminaba por seleccionar. Sin 

embargo, la frecuencia de mutación no justificaba la diversidad ni la rapi

dez de aparición de los mecanismos de resistencia. 

Actualmente se sabe que muchos de los determinantes de resis

tencia existían en las bacterias, a veces implicados en otras funciones 

metabólicas. A partir de estos organismos se transfirieron a otros. 

Un gran niimero de genes de resistencia se encuentra en ADN 

extracromosómico, al que llamamos plásmido. Los plásmidos son moléculas de 

ADN bicatenario que se multiplican independientemente en las células que los 

alojan, y se heredan con regularidad al dividirse estas. 

Tras su descubrimiento se creyó, por algún tiempo, que los 

plásmidos constituían una rareza. Pero bien pronto salieron de su error. Se 

encuentran plásmidos en casi todas las especies bacterianas y probablemente 

en la mayoría de sus células. Constituyen sólo una pequeña parte del genoma 

celular, en general del 1 al 3%. El ADN es de 100 a 1000 veces más pequeño 

que el cromosoma. Esto explica el que en una misma bacteria puedan coexistir 

varios plásmidos. Su estructura es helicoidal y superenrollada, y aparece 

como si los dos extremos de la doble hélice estuvieran retorcidos antes de 

ser engarzados covalentemente. Esta conformación entrelazada es conocida 

como "circulo cerrado covalente" (ccc) de ADN. 
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«INCOMPATIBILIDAD 

Los plásmidos son unidades autorreplicables (replicones) e 

independientes de la replicación cromosómica. Unos dan lugar a una sola 

copia de ADN, pero los hay que originan varias. Cada plásmido controla 

autónomamente el número de copias que debe haber en cada célula hospedadora. 

Para la replicación necesitan unirse a un sitio específico de la membrana 

citoplasmática. La competencia entre plásmidos emparentados por una misma 

posición en la membrana explica el concepto de INCOMPATIBILIDAD que sirve de 

base para su clasificación. Además, la membrana podría regular en parte la 

replicación y segregación de los plásmidos durante la división celular. 

Las funciones codificadas por los plásmidos no son esenciales 

para el metabolismo normal de la bacteria. Sin embargo, le darán a la célula 

hospedadora una supervivencia ó ventaja en el crecimiento en determinadas 

condiciones ambientales. Los plásmidos de resistencia a una droga conceden a 

la célula que los poseen la capacidad de desarrollarse en presencia de 

concentraciones letales de esa sustancia. 

«CURACIÓN: 

Normalmente la división de los plásmidos es paralela a la 

división celular para transmitirse a las células hijas. En algunos casos 

existe pérdida espontánea ó inducida probablemente como resultado de un 

defecto de su replicación. A esta pérdida de plásmidos se le denomina 

CURACIÓN. Este fenómeno puede ser el primer indicio para determinar la 

especificidad del plásmido y la naturaleza de las propiedades que confiere. 

8 
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Las pérdidas espontáneas son frecuentes, pero en condiciones 

experimentales se pueden incrementar. Un método muy utilizado es realizar un 

cultivo en presencia de diferentes sustancias químicas que promueven una 

determinada frecuencia de curación. El naranja de acridina (160), el bromuro 

de etidio, la mitomicina C, la rifampicina, acriflavina, duodecil-sulfato-

sódico (SDS) (160), etc. actúan inhibiendo la replicación del plásmido por 

unión selectiva con el ADN plasmídico. La novobiocina actúa inhibiendo la 

ADNgirasa necesaria para superenrollar las cadenas de ADN (120) . 

«CONJUGACIÓN: 

La capacidad de transferencia del ADN plasmídico desde unas 

especies bacterianas a otras, es una de las propiedades más interesante que 

presentan estas moléculas. Desde el punto de vista médico es muy importante 

por las implicaciones que tiene en la difusión de la resistencia múltiple a 

antibióticos entre especies bacterianas tanto patógenas como inocuas. El 

proceso de trasferencia ha sido llamado CONJUGACIÓN. 

La transferencia del ADN durante la conjugación es un fenómeno 

complejo. Requiere el contacto entre las paredes celulares de las bacterias 

donadora y receptora, además de la síntesis de "pilis" sexuales por la 

célula donadora. La información genética necesaria para este proceso se 

encuentra en el propio plásmido. 

Algunos de los plásmidos más grandes, de peso molecular 

superior a 20x10 Daltons , transportan los genes que facilitan a la célula 

hospedadora la transferencia del plásmido. A estos plásmidos se les llama 
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plásmidos conjugativos. Se denomina plásmido no conjugativo al que no posee 

la información necesaria para la transmisión por conjugación. Normalmente 

los plásmidos con peso molecular bajo suelen ser no conjugativos. 

«MOVILIZACIÓN: 

Se ha observado un fenómeno curioso en bacterias gram negativas 

portadoras de dos plásmidos, uno conjugativo y otro no. Consiste en que al 

transferirse el plásmido conjugativo se puede transmitir también el no 

conjugativo. A este suceso se le conoce como MOVILIZACIÓN. El primero en la 

mayoría de los casos moviliza al segundo. 

Existe un método que aprovecha la movilización, para cuando 

queremos transferir plásmidos no conjugativos de una cepa a otra. Para este 

método necesitamos diferentes elementos: una cepa donadora que posea el 

factor de transferencia (pD); otra cepa intermedia portadora de un plásmido 

no conjugativo (pl) con el fenotipo interesante; y por último una cepa 

receptora. 

Este procedimiento facilita la transferencia de plásmidos en 

principio incapaces de transferirse. Incluso el mismo cromosoma bacteriano ó 

parte de él puede movilizarse si se integra en un plásmido conjugativo. 

*TRANSDUCCION.-

Otro proceso por el que se pueden transferir los plásmidos no 
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conjugativos es la TRANSDUCCION. El plásmido se inserta en el genoma de un 

fago que se encuentra en la bacteria donadora y es transmitido por el virus 

cuando infecta a otra bacteria (receptora). 

«TRANSFORMACIÓN. -

Experimentalmente se pueden introducir plásmidos en las 

bacterias por TRANSFORMACIÓN. Consiste en internar el ADN plasmídico en una 

bacteria receptora. Para ello la célula tiene que ser "competente", es 

decir, las paredes bacterianas deben estar permeabilizadas para que el ADN 

pueda atravesarlas y pasar al interior celular. En este proceso sólo se 

necesita el ADN plasmídico (no la célula donadora) y la célula receptora. 

*TRANSPOSONES.-

Los plásmidos dentro de la célula pueden sufrir modificaciones. 

Tienen la posibilidad de recombinarse, bien con el ADN cromosómico ó bien 

con otros plásmidos. La integración produce un cambio de los genes respecto 

a la situación original. Esta recombinación entre unidades de ADN 

cromosómico y plasmídico, está controlada por enzimas del tipo de las 

recombinasas y de las integrasas. 

La integración es más ó menos estable. En ocasiones, durante la 

división celular, por defecto en la replicación ó en la segregación se 

pierde el plásmido y con él las características que aportaba. 

Existen segmentos de ADN que por su estructura génica tienen la 
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capacidad de salirse de su posición e insertarse en otra. A estos elementos 

se les denomina TRANSPOSONES. Pueden formar parte tanto de plásmido como del 

genoma bacteriano y ser los responsables de la recombinación. Tienen un 

importante papel en la evolución de los plásmidos bacterianos, pricipalmente 

los de resistencia. 

*TIPOS DE PLASMIDOS.-

Los plásmidos pueden llevar información de propiedades muy 

variadas. 

**Factores sexuales: contienen los genes necesarios para que se 

lleve a cabo la conjugación. 

**Factores col: portan la información genética de las bacte-

riocinas (proteínas de determinadas bacterias letales para otras del mismo 

género ó semejantes). 

««Determinantes de patogenicidad: Existen plásmidos que deter

minan la patogenicidad de ciertas bacterias en los mamíferos. Los plásmidos 

"Ent" codifican la síntesis de las enterotoxinas. Los plásmidos "Inv" son 

los responsables de la capacidad de penetración en las células epiteliales 

del intestino, de las bacterias enteroinvasivas (Shigella, E.coli). 

««Factores de Resistencia: conocidos también como plásmido R 

presentan determinantes genéticos responsables de la resistencia de ciertas 

bacterias. Los plásmidos R pueden promover la elaboración de enzimas 

degradantes ó modificadores, como es el caso de /3-lactamasas en la 

resistencia a p-lactámicos y de fosfotransferasas, aceti lasas ó nucleo-

tidilasas en la resistencia a los aminoglicósidos. 
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Son interesantes desde el punto de vista clínico por las 

implicaciones en el uso de antibióticos. Su importancia aumenta cuando estos 

plásmidos R son conjugativos y causan muchas veces los fallos en la terapia 

antimicrobiana con antibióticos. 

El uso intensivo e indiscriminado de antibióticos selecciona la 

población resistente de la flora normal. Esta puede transferir sus plásmidos 

R a algún microorganismo patógeno. Los antibióticos facilitan esta 

transferencia porque propician un medio ambiente en el que sólo las 

bacterias resistentes a los fármacos pueden desarrollarse. Destruyen la 

mayor parte de la flora normal del intestino y aumentan su capacidad de 

invasión por otras bacterias. Provocan condiciones de pH y oxigenación en el 

interior del intestino que favorecen una mayor frecuencia de conjugación y 

transmisión de plásmidos. 

Como estas condiciones de selección se dan con mayor frecuencia 

en los hospitales, la adquisición de plásmidos por bacterias como E.coli, 

P.aeruginosa, S.marcescens, Klebsiella y Proteus, especies que son muy 

abundantes, plantea problemas epidemiológicos graves. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 



Las cepas de Enterobacterias objeto de este estudio fueron 

obtenidas a partir de cultivos de muestras de pacientes del Hospital Insular 

de Las Palmas. 

Las muestras que llegaban al laboratorio se sembraban en Agar 

sangre y en Agar MacConkey y se incubaban en una estufa a 37 C durante 24 

horas. Transcurrido este tiempo, se elegían colonias aisladas y se procedía 

a su identificación bioquímica y al análisis de su sensibilidad a 

antibióticos. 

El criterio de elección de las Enterobacterias de este trabajo 

fué que las cepas expresaran resistencia a uno ó más aminoglicósidos. 

5. - IDENTIFICACIÓN BIOQUÍMICA.-

La identificación bioquímica se ha realizado utilizando el 

sistema API 20E. Este sistema es una versión miniaturizada y estandarizada 

de los procedimientos convencionales para la identificación bioquímica de 

Enterobacteriaceae y otras bacterias gram negativas. 

Consiste en una combinación de microtubos a los que se ha aña

dido una serie de reactivos, que permiten llevar a cabo un mínimo de veinte 

pruebas bioquímicas diferentes a partir de una sola colonia bacteriana. 
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6 . - MEDIOS DE CULTIVO.-

6 . 1 . - MEDIOS DE AISLAMIENTO.-

* Agar de MacConkey (Difco): 

Composición: 

Peptona 17,000g 

Pro teasa-Peptona 3,000g 

Lactosa lO.OOOg 

Sales bi l iares l ,500g 

Cloruro sódico 5,000g 

Agar 13,500g 

Rojo neutro 0,030g 

Cris ta l violeta O.OOlg 

pH (25°C):7.1 

Preparación: 

Se reh idra tan 50g del medio en un l i t ro de agua dest i lada, 

calentando has ta su to ta l disolución. Se es te r i l iza en autoclave a 121°C 

duran te 15 minutos. El medio se dispone en placas de lOcm de diámetro. Se 

espera a que solidifique y se incuba a 37°C durante 24 horas pa ra asegurar 

su es ter i l idad. 

* Agar Sangre: 

Composición: Como medio base se uti l izó Agar con soja t r í t i c a 

(Difco). 

Tr iptona 15, Og 

Peptona de soja 5,0g 
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Cloruro sódico 5,0g 

Agar 15,Og 

pH (25°C):7,3 

Preparación: 

Se rehidratan 40g del medio en un litro de agua, 

calentando hasta su total disolución. Se esteriliza en autoclave a 121 C 

durante 15 minutos. Cuando el medio está aproximadamente a 45 C se le añade 

la sangre en condiciones asépticas. Se dispone el medio en placas de Petri 

de lOcm de diámetro y se espera a que se solidifique. Las placas se incuban 

a 37 C durante 24 horas para asegurar su esterilidad. 

6 . 2 . - MEDIOS DE PROPAGACIÓN.-

* Agar infusión de cerebro y corazón (Difco): 

Composición: 

Infusión de cerebro de ternero 200, Og 

Infusión de corazón de buey 250,Og 

Proteasa-Peptona 10, Og 

Dextrosa 2,0g 

Cloruro sódico 5,0g 

Fosfato disódico 2,5g 

Agar 15.Og 

pH (25°C):7,4 

Preparación: 

Se rehidratan 52g del medio en un litro de agua 

destilada calentando hasta su total disolución. Se esteriliza en autoclave a 

121 C durante 15 minutos. Se distribuye en placas de lOcm de diámetro, las 
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cuales una vez solidificadas, se incuban a 37°C durante 24 horas para 

asegurar su esterilidad. 

« Caldo de infusión de cerebro y corazón. 

Composición: 

Infusión de cerebro de ternera 200,Og 

Infusión de corazón de buey 250,Og 

Proteasa-Peptona 10,Og 

Dextrosa 2,0g 

Cloruro sódico 5,0g 

Fosfato disódico 2,5g 

Agar 15,Og 

pH (25°C):7.4 

Preparación: 

Se rehidratan 37g del medio en un litro de agua destilada 

agitando hasta su total disolución. Se dispensa la cantidad deseada en tubos 

y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se incuba a 37°C 

durante 24 horas para asegurar su esterilidad. 

» Medios para la conservación de cepas: 

Composición: 

Bacto-Peptona (Difco) 10,0g 

Cloruro sódico 5,0g 

Bacto-Agar 10, Og 

Preparación: 

Se resuspenden los ingredientes en un litro de agua destilada 
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calentando has ta su to ta l disolución. Se dispensa el medio en tubos pequeños 

(10x90mm) con tapón de rosca. Se es ter i l iza en autoclave a 121 C duran te 15 

minutos y se deja solidificar con los tubos inclinados. Se incuba a 37 C 

duran te 24 horas pa ra asegurar su estei 'ilidad. 

6 . 3 . - MEDIOS PARA EL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIÓTICOS.-

* Agar de Mueller-Hinton (Difco): 

Composición: 

Infusión de carne 300,Og 

Ácidos de Casamino (técnicas) 17,5g 

Almidón l,5g 

Agar 17,Og 

pH (25°C):7.4 

Preparación: 

Se reh idra tan 38g del medio en un l i t ro de agua 

dest i lada, calentando has ta su to ta l disolución. Se es te r i l iza en autoclave 

a 121 C duran te 15 minutos. Se distr ibuye en placas de Petr i de 14cm de 

d iámetro . Una vez solidificadas las placas, se incuban a 37°C durante 24 

horas pa ra a segura r su ester i l idad. 

6.4 MEDIOS PARA CONJUGACIÓN. TRANSFORMACIÓN Y EXTRACCIÓN DE PLASMIDOS.-

* Medio LB ("Luria-Bertani"): 

Composición: 

Bactotr iptona 10,Og 

Ex t rac to de levadura 5,0g 

Cloruro sódico 5,0g 
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Preparación: 

Se resuspenden los ingredientes en un litro de agua 

destilada y se agita la mezcla hasta su total disolución. Se distribuye en 

tubos y se esteriliza en autoclave a 121 C durante 15 minutos. 

« Medio de MacConkey con antibiótico: 

El agar de MacConkey se prepara como vimos anteriormente, 

pero antes de distribuirlo en placas se deja enfriar hasta 55-50 C. A esta 

temperatura se le añade soluciones de antibióticos. Se mezcla bien y se 

reparte en placas. 

El MacConkey con antibiótico se utiliza para seleccionar a los 

transcon jugantes y a los transformantes. En la selección de los trans-

conjugantes se utiliza MacConkey con ácido nalidíxico y un aminoglicósido. 

En la selección de los transformantes se utiliza sólo aminoglicósidos. La 

concentración de ácido nalidíxico en las placas es de lOOmg/1, de Sm y Gm es 

de lOmg/1, de Nt, Km y AN es de 25mg/l y de Tm es de 5mg/l. 

7.-ESTUDI0 DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.-

7.1.- ANTIBIOCRAMA.-

En los laboratorios de Microbiología se plantea diariamente la 

necesidad de conocer la resistencia de un gran número de cepas a diferentes 

antibióticos de una manera rápida y fiable. Este problema se ha resuelto con 

el Antibiograma. 
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El procedimiento utilizado es el método de Kirby-Bauer de 

dilución en placa. 

Se emplea un medio estandarizado, Agar de Mueller-Hinton 

(Difco), que carece de ácido para-amino-benzoico antagonista de las 

sulf amidas. 

A partir de una colonia aislada se prepara una suspensión bac

teriana en solución salina estéril, hasta obtener un inoculo aproximadamente 

de 10 ufc/ml. Con un hisopo estéril humedecido en la solución se impregna 

uniformemente toda la placa. Una vez seca, se colocan los discos de anti

bióticos. Después de incubar a 37 C durante 24 horas se miden los halos de 

inhibición que se hayan originado alrededor de los discos. 

De acuerdo con los criterios de interpretación utilizados 

habitualmente, las bacterias se clasifican como (157); 

Sensibles: Aquellas que son inhibidas fácilmente con las con

centraciones de antibiótico que se alcanzan en sangre t ras la administración 

de las dosis consideradas como normales. 

Moderadamente sensibles: Las que se inhiben solamente con las 

concentraciones que se alcanzan en las zonas donde el antibiótico se 

concentra -sensibilidad condicionada (208)- ó con concentraciones que se 

alcanzan en sangre t ras la administración de dosis más elevadas de las 

habituales. 

Resistentes: Las que no se inhiben con las concentraciones que 
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se alcanzan en sangre t ras administrar las dosis máximas que se pueden 

emplear en clínica. 

Las características de los discos de antibióticos que se han 

empleado en este estudio se recogen en la tabla-13 

7.2.- CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA-

La concentración mínima inhibitoria (CMI) para una cepa y un 

antibiótico determinado se define como la menor concentración del producto a 

la que no hay crecimiento visible. 

El cálculo de las CMIs se realiza con el método de macro-

dilución en placa con el replicador de Steer. 

Se preparan diluciones seriadas de cada antibiótico, tal que 

cada concentración sea la mitad de la anterior. Cada una de las soluciones 

de antibiótico se añade a matraces con 150ml de Agar de Miieller-llinton 

esterilizado y enfriado hasta 55-60 C. Se agita y se vierte en placas de 

Petri de lOcm de diámetro. El intervalo de concentraciones empleado va desde 

128 mg/1 a 0,06mg/l. 

Por otro lado se preparan suspensiones bacterianas en solución 

salina estéril hasta obtener una turbidez que coincida con la de un patrón 

McFarland del 0,5. Se rellenan los pocilios del replicador con 400jil de 
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TABLA-13 . - Características de los discos de antibióticos utilizados en 

el antibiograma. Entre paréntesis se indica la abreviatura de los 

nombres de los antibióticos. 

ANTIBIÓTICOS 

AMIKACINA 

AMPICILINA 

DIBEKAMICINA 

GENTAMICINA 

KANAMICINA 

A.NALIDIXICO 

NETILMICINA 

SISOMICINA 

ESTREPTOMICINA 

TETRACICLINA 

TICARCILINA 

TOBRAMICINA 

ABREV. 

(AN) 

(AM) 

(DKB) 

(Gm) 

(Km) 

(AN) 

(Nt) 

(Ss) 

(Sm) 

(TE) 

(TIC) 

(Tm) 
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10 

30 
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estas suspensiones. Mojando el cabezal del replicador en los pocilios se va 

inoculando cada placa. Todo se realiza en condiciones asépticas. 

Las placas se incuban en un estufa a 37 C durante 18-24 horas. 

Pasado este tiempo, la menor concentración de antibiótico que no presenta 

crecimiento se toma como CMI. Se considera como crecimiento visible a partir 

de tres colonias. 

8.-0BTENCI0N DE EXTRACTOS ENZIMATICOS.-

Se inocula lOOml de caldo de infusión de cerebro y corazón con 

un cultivo fresco del microorganismo en estudio. 

Se incuba durante 24 horas a 37 C con agitación en un agitador 

orbital (Lab-Line Instrumenrs Inc.). Se recoge en tubos de centrífuga de 

200ml. Se centrifuga durante 10 minutos a SOOOrpm en una centrífuga Sorvall 

RC5B refrigerada a 4 C. Se desecha el sobrenadante y se lava el sedimento 

resuspendiéndolo en lOml de tampón de sonicado frío (4°C). La centrifugación 

y el lavado se repiten dos ó tres veces. 

Tras la última centrifugación se resuspende el sedimento en 2ml 

de tampón de sonicado frío. Se transfiere a un tubo de vidrio y se introduce 

en un baño de hielo para llevar a cabo la sonicación. Esta se realiza a una 

amplitud de 70 watios en un sonicador Lab-Sonic System con microtip 

(Lab-Line Instruments Inc. EEUU). Se dan pulsos de sonicación de 40 segundos 
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con intervalos de 20 entre ellos, hasta totalizar 3 ó 4 minutos. 

Una vez efectuada la sonicación se transfiere con pipetas 

Pasteur a los tubos de centrífuga de lOml. Se centrifuga 30 minutos a 20000 

rpm. Se recoge el sobrenadante, se reparte en alícuotas y se congela hasta 

su posterior utilización. 

9 . - ENSAYO DE ENZIMAS MODIFICADORES DE AMINOGLICOSIDOS.-

La actividad de los enzimas modificadores se puede detectar por 

medio del ensayo de fijación en papel de fosfocelulosa, ideado por Davies y 

col. (76), que mide la transferencia de radioactividad desde un cofactor 

adecuado al antibiótico. 

La mezcla de reacción consta de tampón, cofactor marcado, 

extracto enzimático y antibiótico. La parte marcada del cofactor pasará al 

antibiótico por acción del enzima modificador. Haciendo uso de la propiedad 

de los aminoglicósidos de ser fuertemente básicos (debido a sus grupos 

aminos) y estar cargados positivamente a pH comprendido entre 5 y 9, podrán 

enlazarse fácilmente a un papel de fosfocelulosa cargado negativamente. Si 

impregnamos un papel de fosfocelulosa con la mezcla de reacción, después de 

producida ésta, y lavamos con agua , la medida de radioactividad nos dará el 

informe necesario. Si se detecta radioactividad significa que existía un 

enzima modificador. 
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TÉCNICA: 

Los componentes del ensayo se mezclan en tubos de lx7mm 

colocados en baños de hielo. Dependiendo del t ipo de actividad que queramos 

de t ec t a r va r i a r án los componentes del ensayo. 

* Ensayo de Fosforilación: 

10/il de tampón de fosfor i lasa 

32 
lOfil de la solución de P -ATP 

lOfil de e x t r a c t o enzimático 

Zfil de solución de antibiótico de lOmg/ml 

* Ensayo de Nucleotidilación: 

lOjil de tampón de adenilasa 

14 

lOjil de solución de C -ATP 

lOfil de ex t r ac to enzimático 

2/il de solución de antibiótico de Img/ml 

« Ensayo de acetilación: 
lOfil de tampón de ace t i lasa 

14 
10/il de solución de C -Acetil-Coenzima-A 

lOfil de e x t r a c t o enzimático 

2(il de solución de antibiótico de Img/ml 

Se deben colocar siempre en cada ser ie de ensayo, tubos control 

en los que se mezclan todos los componentes excepto el e x t r a c t o enzimático ó 

el ant ibiót ico. 

Agitamos los tubos y los ponemos a incubar en un baño a 30°C 

duran te 30 minutos. Pasado es te tiempo, volvemos a colocar los tubos en un 
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2 

baño de hielo y t r ans fe r imos 20¡il de cada tubo a un cuadrado (Icm ) de papel 

de fosfocelulosa Whatman P-81 (Bolston LTD, England), numerado con lápiz y 

sujeto con a l f i leres a un bloque de poliuretano. 

Después de 30 segundos a t empera tu ra ambiente, los papeles, con 

sus correspondientes a l f i leres , se introducen en un vaso con unos 500ml de 

agua des t i lada a 80°C durante 3 ó 4 minutos, con el fin de detener la 

reacción. El líquido, que contiene cofactor marcado y no empleado, se 

desecha. Los papeles se lavan t r e s ó cua t ro veces con agua dest i lada f r í a y 

luego se secan con lámparas de rayos inf rar ro jos . 

Los papeles se colocan en viales que contienen 5 ó iOml de la 

solución de contador de centelleo, y se cuentan (Becman liquid Scintillation 

System, model LS-IOOC). 

El curso de la inactivación con el t iempo se puede determinar 

por simple aumento de la cantidad de mezcla de reacción y r e t i r ando mues t ras 

a diversos t iempos pa ra contar las . Las variaciones de actividad por cambios 

de la concentración de sus t r a to s se pueden es tudiar real izando el ensayo con 

d i ferentes concentraciones de antibiótico. 

REACTIVOS: 

*Tampón de sonicado: Tris-HCl lOmM, MgCl2 lOmM, NH4CI 25mM, 

p-mercaptoe tanol 0,6mM, pH:7,6-7,8. 

Composición: 

Tris-HCl 50mM 200ml 

8 
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Trizma-HCl 5,72g 

Tr izma-base l,66g 

Agua dest i lada csp lOOOml 

MgCl2.6H20 2.0330g 

NH4CI l,3375g 

p-mercaptoe tanol (5:l,1168g/ml) 0,42ml 

Agua dest i lada csp lOOOmI 

Preparación: 

Mezclar los componentes y disolver bien. Ajustan el pH 

en t r e 7,6 y 7,8 con HCl ó con NH4OH. 

*Tampón de Fosforilasa: 

Composición: 

Tris-HCl IM 2ml 

Trizma-HCl 14,04g 

Tr izma-base l,34g 

Agua dest i lada csp lOOml 

MgCl2 IM l,25ml 

MgCl2.6H20 20,33g 

Agua dest i lada csp lOOml 

NH4CI 2M 6,00ml 

NH4CI 10,69g 

Agua dest i lada csp lOOml 

Dit iotrei tol 0.5M 0,10ml 

DDT 3,86g 

Agua dest i lada csp 50ml 
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Agua dest i lada IS.OOml 

Acido maleico IM 

Preparación: 

Se mezclan los componentes y se a jus ta el pH a 7,1 (4 C) 

con ácido maleico IM. Se completa con agua dest i lada has ta 30ml y se vuelve 

a a ju s t a r el pH. Si es ácido, se a jus ta con amoniaco. 

»Tampón de adenilasa: 

Composición: 

Tris-HCl IM 2,00ml 

MgClz IM l,25ml 

NH4C1 2M 6,00ml 

Dit iotrei tol 0,5M O.lOml 

Agua dest i lada 15,00ml 

Acido maleico 

Preparación: 

Mezclar y disolver bien. Ajustar el pH a 8,0 (4°C) con 

ácido maleico. Completar has ta 30ml con agua dest i lada. Ajustar el pH de 

nuevo. Si es ácido, se a jus ta con amoniaco. 

*Tampón de acet i lasa: 

Composición: 

Tris-HCl IM 25ml 

MgCl2 IM 5ml 

Ditiotrei tol 0,5M Iml 

Agua desionizada 40ml 
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Preparación: 

Mezclar y disolver bien. Ajustar el pH a 7,1 (30 C) con 

HCl ó ácido maleico y se connpleta has ta lOOml con agua desionizada. 

32 

«Solución de P -ATP: 

Composición: 
ATP 50mM pH:7,2 15fii 

ATP 0,2756g 

Agua dest i lada lOml 

32 
P -ATP 10-100/il 

32 

El Isótopo de fósforo P t iene una vida media muy 

cor ta . Pasado un mes de la fecha de marcage del ATP 

hay que añadir lOjil más por cada semana que pase. 

Sólo se puede llegar has ta 100/il ya que pasado és te 
32 

t iempo el P ha perdido su actividad. 
Agua desionizada Iml 

Preparación: 

Se mezcla y se mide la actividad de la preparación. Se 

considera útil una actividad de unas 20000cpm//jl de solución. Si da menos 

32 

debe añadi rse más P -ATP. Para un ensayo prospectivo se puede ut i l izar con 

menos actividad. 

«Solución de C^'*-ATP (lOfii/ml): 

Composición: 

ATP O.IM 25fil 

ATP 5,072g 
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Agua lOOml 

,14 C -ATP {25/iCi/ml) 

Agua desionizada 

Preparación: 

Mezclar y comprobar actividad. 

•l.OOOml 

•l,475mi 

14 
«Solución de C -Aceti 1-Coenzima A: 

Composición: 

C*'*-Acetil-Co-A (50-60Ci/mol) . 

Acetil-Co-A tr i l i t ium 3,52mg 

Agua desionizada 6ml 

Preparación: 

14 

El C -Acetil-Co-A viene liofilizado en envases con 

50-60Ci/mol de actividad. A es te envase se le añade 2ml de agua y se agi ta . 

Pesamos los 3,52mg de Acetil-Co-A sin marca r y lo disolvemos en 4ml de agua. 

A continuación se mezclan las dos suspensiones y se comprueba la actividad 

de la solución. 

«Solución de antibióticos: 

Ensayo de fosfori lasas: lOmg/ml 

Ensayo de adenilasas y ace t i lasas Img/ml 

«Liquido de centelleo: 

Composición: 

PPO (2,5-Difeniloxazol) 3,0g 

POPOP* 0, lg 
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»(l,4-bis(2-{5-feniloxazolil))benzeno) 

Tolueno lOOOml 

Preparación: 

Se mezclan los componentes y se deja agi tando toda la 

noche. 

10.- TRANSFERENCIA DE ADN PLASMIDICO.-

10.1.- CONJUGACIÓN.-

El proceso se inicia inoculando tubos de 5ml de LB con cultivos 

f rescos de la cepa donadora y receptora . Se incuban en una es tufa a 37 C 

duran te 24 horas . Pasado este tiempo se toman 50/.il del cultivo de la 

donadora y 100/jl del cultivo de la recep tora y se depositan sobre una placa 

de medio r ico (119) que puede ser de agar de infusión de cerebro y corazón ó 

agar con soja t r í p t i c a (Difco). Se mezclan bien sin extender por toda la 

placa. Se incuban en una es tufa a 37 C durante 24 horas . Se recoge todo lo 

que ha crecido y se resuspende en 5ml de solución salina. De es ta suspensión 

se toman IOOJJI y se extiende en placas de MacConkey con ácido nalidíxico y 

un aminoglicósido. La extensión se real iza con una pipeta Pas teur doblada. 

Se incuban en una es tufa a 37 C durante 24 horas . 

A las colonias ais ladas se le hace un ant ibiograma. En caso de 

un crecimiento denso se hará un aislamiento previo al ant ibiograma. La cepa 

recep to ra de conjugación es un E.coli K.12 res i s t en te al ácido nalidíxico y 

lactosa positivo. Con algunas de las cepas r e s i s t en tes al ácido nalidíxico 
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se uti l izó, como recep tora pa ra la conjugación, una es t i rpe de E.coli 

r e s i s t en t e a lOOOfig/ml de estreptomicina. 

10.2 . - TRANSFORMACIÓN.-

Se ha empleado el procedimiento de t ransformación con Cloruro 

calcico (110). 

Se inocula lOml de medio LB con una colonia de la bac te r ia a 

t r a n s f o r m a r y se incuba a 37°C durante 18 horas . 

En un erlenmeyer de 250ml de capacidad y con 150ml de LB se 

introduce Iml del cultivo crecido. Se incuba a 37 C con agitación has ta una 

7 
densidad de 5x10 cel ls /ml (D.0550=0,5). 

Se t r ans f i e r e a tubos es té r i les de cent r í fuga de 200ml de 

capacidad y se deja en hielo durante 10 minutos. Se centr i fuga a 8000 rpm 

duran te 5 minutos y a 4 C. Se descar ta el sobrenadante y se resuspende en 

1/2 del volumen inicial de una solución f r í a de lOOmM Cl2Mg y lOmM de 

Tr is -Cl . Se mantiene a 4°C has ta el día siguiente (12-24 horas) . Ahora ya 

tenemos a la célula recep tora competente, es decir, p reparada pa ra poder 

adqui r i r al ADN. 

La mezcla de t ransformación consta de 200/.il de células compe

ten tes , 10-I5fil de la solución de ADN (en Te: lOmM Tr is a pH=8 y ImM de 

EDTA, ó en agua dest i lada) . 
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Esta mezcla se mantiene en hielo de 30 a 45 segundos. Luego se 

introduce en un baño a 42°C durante 3 minutos. Se saca y se deja 15 minutos 

a 4°C. Se añaden 700ml de LB y se incuba 1 ó 2 lloras a 37°C. Gotas de lOO/al 

de este cultivo se depositan en placas de MacConkey con un aminoglicósido. 

Se cultiva a 37°C de 24 a 48 horas. 

A las colonias que hayan crecido se les hace un antibiograma 

para confirmar la adquisición de la resistencia y una extracción de 

plásmidos para identificar el plásmido introducido. 

11.- ANÁLISIS DEL ADN PLASMIDICO.-

11.1.- EXTRACCIÓN DE ADN PLASMIDICO-

La extracción de ADN plasmídico se llevo a cabo por el Método 

de Lisis Alcalina de Kado y Liu (87). 

Se prepara un cultivo de la célula en estudio en 5ml de medio 

LB y se incuba a 37 C durante 18 horas. 

Se centrifuga l.Sml del cultivo en tubos Eppendorf a 14000 rpm 

durante 3 minutos en una cetrífuga Eppenforf 5415. Se elimina el sobrena

dante. Se añade al mismo tubo l,5ml más de cultivo y se repite la centrifu

gación. Se elimina el sobrenadante completamente. 

Se resuspende el sedimento en 200fil de TEK y luego se le añade 
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400jal de la solución de lisis de Kado. Se mezcla por inversión y se incuba 

en un baño a 55°C durante 30 minutos. 

Pasado es te t iempo se le añade 600/jml de fenohcloroformo (1:1) 

y se mezcla en el agi tador de tubos. Se centr i fuga 7 minutos a 14000 rpm. 

Se recogen 450(J1 de la fase acuosa superior evitando tocar la 

in te r fase blanquecina, y se pasan a un nuevo tubo Eppendorf. 

Se añaden lOOfil de la solución de ace ta to potásico 3M y pH:4,8. 

Se mezcla por inversión del tubo y se mantiene 10 minutos en un baño de 

hielo. Luego se centr i fuga 5 minutos a 14000 rpm. 

Del sobrenadante se cogen 400 jxl evitando toca r el precipi tado 

y se t r ans f i e ren a un nuevo tubo Eppendorf. 

Se añaden SOOjil de Etanol (96%) a - 2 0 C y se mezcla por 

inversión. Los tubos se mantienen 10 minutos a -70 C ó 1 hora a - 2 0 C. Hemos 

conseguido mejores resul tados manteniéndolos a -20°C has ta el día siguiente. 

Pos ter iormente se centr ifugan 7 minutos a 14000 rpm. 

Se elimina con precaución el Etanol, evitando perder el 

precipi tado de ADN. Se añaden SOOjil de Etanol al 70% a t empera tu ra ambiente 

y se mezcla por inversión. Se centr ifuga 5 minutos a 14000 rpm y se elimina 

con precaución el Etanol. Para que se evapore completamente mantenemos los 

tubos ab ie r tos en una es tufa a 45°C durante 10 minutos. Una vez estén secos 
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los tubos se le añade de 30 a 50 /il de agua f r í a dest i lada y es tér i l ó de 

TE. 

11.2.- ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA (87,110).-

Los geles se p reparan disolviendo la agarosa por calentamiento 

en tampón T r i s - a c e t a t o (TAE). La disolución se vier te en una bandeja en la 

que se ha dispuesto el peine pa ra formar los pocilios en los que se 

depos i ta rá la mues t ra . Se uti l iza una concentración de agarosa del 0,7%. 

La e lec t rofores is se lleva a cabo sumergiendo el gal en tampón 

TAE en una cubeta horizontal en cuyos extremos se colocan los electrodos. 

El ADN se visual izará en el gel por tinción con Bromuro de 

Etidio (0,4-1,0/ig/ml) duran te 15-30 minutos, y poster ior exposición a luz 

u l t ravio le ta con un t ransi luminador LKB 2011 MACROVUE. 

Los geles se fotograf ían con una cámara Polaroid MP-a y 

c a r r e t e s Polaroid 667. Algunas fo tograf ías se tomaron con una cámara NIKON y 

película pancromát ica de 400-650ASA (DIN 27-29). 

n.3.-REACTIVOS PARA EL ANÁLISIS DE ADN PLASMIDICO.-

*TEK: Tampón de Tr i s -base 40niM y EDTA 2mM. 

Composición: 

Tr i sma-base 4,85g 

EDTA 0,75g 

Agua dest i lada csp lOOOml 
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Preparación: 

Disolver los componentes an te r io res y a jus t a r el pH a 8. 

Es te r i l i za r en autoclave 15 minutos a 121°C. Se puede conservar a t empe

r a t u r a de laborator io . La solución se p repara 10 veces concentrada. 

«Solución de lisis de Kado: Tr i s -base 50mM y SDS al 3% pH:12,6. 

Composición: 

a) NaOH 4M: 

NaOH 16g 

Agua dest i lada csp lOOml 

Disolver y dis t r ibuir en a l ícuotas . Conservar a - 2 0 C. 

b) Solución base de Kado: 

Tr izma-base 0,6g 

SDS 3,0g 

Agua dest i lada csp lOOml 

Disolver y conservar a 4°C. 

Preparación: 

A lOOml de la solución base de Kado se le añade 200JJ1 de 

NaOH 4M. Agitar y a jus ta r el pH a 12,6. Debe u t i l izarse inmediatamente. 

*Solución de Acetato potásico 3M: 

Composición: 

Solución de ace ta to potásico 5M: 60,0ml 

Acetato potásico 49, Ig 

Agua dest i lada csp lOOml 

Disolver y conservar a 4 C. 
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Acido acético glacial ll,5ml 

Agua dest i lada 28,5ml 

Preparación: 

Mezclar y comprobar que el pH sea 4,8, si no, a jus ta r . Se 

conserva a 4°C y es uti l izable has ta dos semanas después de su preparación. 

*Etanol al 707.: 

Composición: 

Etanol al 96% 70ml 

Agua dest i lada 30ml 

Preparación: 

A los 70ml de Etanol al 967. le añadimos el agua has ta 

l legar a lOOml. 

*TAE: Tampón Tr i s - ace t a to 40mM y EDTA ImM. Este tampón se 

p repa ra 50 veces concentrado (TAE 50x). 

Composición: 

EDTA 0,25M 200,Oml 

EDTA 93g 

Agua desti lada csp lOOOml 

Tr izma-base 242,Og 

Acido acético glacial 57,lnil 

Agua dest i lada csp 1000,Oml 

Preparación: 

Disolver y a jus ta r el pH a 8. Es te r i l i zar en autoclave 15 

minutos a 121 C. Se puede conservar a t empera tu ra de laborator io . 
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Para obtener un l i t ro de TAE, se mezclan 20ml de TAE 50x con 

980ml de agua dest i lada. 

*Fenol: 

El fenol que uti l izamos viene en es tado sólido (Sigma P.3653) 

y lo licuamos en un baño a 68°C. Una vez en es tado líquido, le añadimos un 

volumen igual de tampón Tr i s IM a pH:8. Se mezcla bien y se deja reposar en 

un embudo de decantación. Una vez que las dos fases estén bien separadas se 

recoge la inferior (fenol). 

Se mezcla de nuevo con un volumen igual de Tr i s IM a pH:8 y se 

rep i te el proceso an te r ior . Este procedimiento se r epe t i r á t a n t a s veces como 

sea necesar io has t a que el pH de la fase superior sea mayor de 7,6. Entonces 

se recoge el fenol que queda en la fase inferior en el recipiente donde se 

va a gua rda r y se le añade un poco de Tr is IM a pH 8 de manera que cubra 

toda la superficie. 

«Cloroformo: 

Se ut i l iza un mezcla de cloroformo y alcohol isoamílico (24:1 

v/v) sa tu rado con Tr i s IM a pl[:8. 

Se añaden las cantidades necesar ias de cloroformo y alcohol 

isoamílico. Luego se le añade un poco de Tr i s IM a pH:8 de manera que cubra 

toda la superficie y con un grosor de Icm. Puede a lmacenarse a t empera tu ra 

ambiente en un bote bien cer rado . 
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*Tampón de carga: 

Composición: 

0,25% azul de bromofenol 

40,07. (peso/volumen) de sacarosa en H2O 

Se almacena a 4 C. 

12.- ISOELECTROENFOQUE: 

El isoelectroenfoque es una técnica de separación de prote ínas 

en función de sus puntos isoeléctricos (pls) en un gradien te de pH y 

voltaje. Cada pro te ína migra hacia la zona del gradiente cuyo pH corresponde 

al de su pl, con lo que la ca rga neta se hace cero quedando inmovilizada en 

el campo eléctr ico. Esta técnica es muy valiosa pa ra la identificación de 

isoenzimas ya que una diferencia de sus pls de 0,02 unidades de pH es 

suficiente pa ra la separación. 

Nosotros util izamos geles de poliacri lamida con un rango de pH 

de 3 a 9 adquiridos a LKB. Los electrodos que se emplean son t i r a s de papel 

de f i l t ro grueso (2mm de espesor y 8mm de ancho) que se empapan en las 

soluciones correspondientes . La solución catódica es hidróxido sódico IM y 

la solución anódica es ácido ortofosfórico IM. 

La aplicación de la muestra se efectúa mediante f ragmentos de 

papel Whatmann 3MM (SxlOmni). Los f ragmentos de papel se sumergen en la 

mues t ra con ayuda de unas pinzas limpias y se colocan en los pocilios 
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si tuados en la zona catódica del gel, dejando una separación de unos Smm 

en t re ellos. 

El enfr iamiento se lleva a cabo con un caudal de agua a 10 C 

cuyo flujo oscila en t r e 4 y 10 1/min. 

La fuente de alimentación que se emplea es la LKB Biochrom 2103 

Power Supply. Se aplica una potencia máxima de 40 wat ios . Inicialmente la 

intensidad es muy elevada (unos 50mA) pero desciende rápidamente a medida 

que se forma el gradiente de pH. El voltaje se debe ir aumentando lentamente 

has ta que se alcance la máxima potencia. Se aplica una diferencia de 

potencial de 1000 voltios y se permite el desarrol lo del proceso durante una 

hora. 

Una vez finalizado el isoelectroenfoque, el gel se secciona en 

t rozos de 1x0,Smm. Cada fragmento se introduce en tubo de ensayo con 40¡il 

del tampón de sonicado. 

El ensayo radioenzimático se real iza añadiendo 20;.tl del tampón 

apropiado, 10/il del cofactor marcado con radioactividad y 2/al de la solución 

de antibiótico. Se incuba 30 minutos a 30 C. Se recogen 40 /il de es ta mezcla 

de reacción y se depositan sobre cuadrados de papel de fosfocelulosa. El 

proceso que sigue ya se ha descr i to anter iormente en el ensayo enzimático. 
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R E S U L T A D O S Y D I S C U S I Ó N 



Los objetivos básicos de nuestro trabajo son la detección e 

identificación de los enzimas modificadores de aminoglicósidos que causan 

resistencia a estos antibióticos, y la localización en plásmidos de los 

genes que codifican estos enzimas en estirpes de Enterobacterlas procedentes 

de pacientes del Hospital Insular. 

Î a identificación de las Enterobacterias se realizó por el 

sistema API 20E. La elección de las estirpes bacterianas se basó en que 

fueran resistentes a uno o más aminoglicósidos. Se recogieron 141 aislados 

que cumplían este requisito. A cada uno se le asignó un número de iden

tificación para su reconocimiento. 

Encontramos 16 especies diferentes de Enterobacterias: 49 

E.coli, 17 K.pneumoniae, 15 K.oxytoca, 1 K.ozaenae, 13 E.cloacae, 5 

E.zakazakii, 1 E.aerogenes, 11 S.marcescens, 6 S.liquefaciens, 8 C.freundii, 

1 C.diversiis-levinea, 4 P.stuartii, 1 P.rettgeri, 5 P.rnirabilis, 4 

M.morganii, 1 Salmonella. 

La resistencia a los aminoglicósidos se determinó inicialmente 

con antibiogramas. Los resultados se exponen en la tabla-A (anexo). En la 

realización de los antibiogramas se emplearon 8 aminoglicósidos (Tm, Gm, Sm, 

Nt, AN, Ss, Km y DKB), ampicilina (AM), tetraciclina (TE), ticarciüna (TIC) 

y ácido nalidíxico (NA). 

Para valorar el nivel de resistencia se calcularon las CMIs de 
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14 aminoglicósidos: Tm, Sm, Gm, Nt, AN, Ss. Km, DKB, Rm, Pm, Ap, Nm, Sp, Is. 

Las CMIs c r í t i ca s pa ra considerar a una bac te r ia r es i s t en te , moderadamente 

sensible ó sensible a los di ferentes aminoglicósidos se definen en la 

tabla-14. Los resu l tados de las CMIs se mues t ran en la tab la-B (anexo). 

En algunos aislados no correlacionan las CMIs calculadas con 

los resu l tados obtenidos con el ant lbiograma. Este problema lo encontramos 

principalmente con la Nt y DKB. Cuando los valores de CMIs pa ra es tos ant i 

bióticos es tán en t r e 8 y 32fig/ml es f recuente que las es t i rpes muestren en 

el ant lbiograma halos que rondan los l ímites de sensibi l idad/sensibi l idad-

moderada. Una just i f icación a este fenómeno es que el ant lbiograma es más 

sensible al efecto inoculo y el espesor de las placas de Mueller-Hinton 

puede influir. En la obtención de las CMIs, la concentración de antibiótico 

es homogénea y al ser los aminoglicósidos ant ibiót icos ba ter ic idas , el 

efecto inoculo, dentro de unos l ímites, no a l t e r a significat ivamente el 

valor de la CMI. 

La Gm, Tm, Nt, DKB y AN son los aminoglicósidos uti l izados con 

más frecuencia en medios hospi talar ios pa ra el t r a t amien to de infecciones 

por Enterobacterias. El análisis de la CMl5o y CMI90 (tabla-15) de estos 

ant ibiót icos demuestra que la AN es el antibiótico más eficaz. El 96,45% de 

los organismos estudiados inhiben su crecimiento a una concentración de AN 

de 4fig/ml. Sólo 4 es t i rpes , n°'̂  21, 37, 44 y 69, son res i s t en tes a la AN y 

además con niveles bajos, CMI: 64jjg/ml. Estos bajos porcentajes de 

res is tencia a la AN, a pesar de su uso, se han encontrado también en o t ros 

Hospitales (9,210). Price y col. (143) pronost icaron que la res is tencia a 

la AN su rg i r í a lentamente ya que hay pocos mecanismos que causen res i tencia 

131 



TABLA-14.- CMIs (en mg/1) c r í t i cas pa ra considerar a una Enterobacteria 

sensible (S), mederadamente sensible (I) ó res i s ten te (R). 

ANTIBIÓTICOS I R 

Gentamicina 

Tobramicina 

Netilmicina 

Amikacina 

Sisomicina 

Dibekamicina 

Neomicina 

Paromomicina 

Ribostamicina 

Kanamicina 

Estreptomicina 

Espectinomicina 

Apramicina 

£4 

:£4 

:£4 

sl6 

<4 

:£4 

<4 

£ 4 

£4 

í 4 

i 8 

S20 

<16 

8 

8 

8 

32 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

16 

4 0 - 8 0 

16 

2:16 

2:16 

2:16 

2:64 

i l 6 

2:16 

2:16 

2:16 

2:16 

2:16 

2:32 

i 8 0 

>16 



TABLA-15.- CMIso y CMl90 (en mg/I) de las estirpes de Enterobacterias. 

ANTIBIÓTICOS 

Gm 

Tm 

Nt 

DKB 

AN 

Is 

CMIso 

64 

8 

16 

16 

2 

1 

N°. org. 

74 

32 

90 

76 

117 

104 

CMI90 

S128 

32 

64 

128 

4 

2 

N .org. 

141 

127 

127 

134 

136 
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a es te ant ibiót ico. 

La Gm es el menos eficaz; 87 es t i rpes presentan CMIs super iores 

a 16jig/ml, de las que 36 son >128fxg/ml. 

Comparando las CMlso y CMI90 (tabla-15) de la Tm, DKB y Nt 

observamos que son muy similares . Al de terminar el número de es t i rpes 

sensibles, moderadamente sensibles y r e s i s t en tes a es tos ant ibiót icos 

obtenemos que hay más res i s t en tes a la Tm y DKB que a la Nt (tabla-16). 

Todas las es t i rpes de S.marcescens y 5 de 6 de S.liquefaciens 

son res i s t en tes a la mayoría de los aminoglicósidos, excepto a la AN, Ap e 

Is. Las mul t i r res i s tenc ias de los aislados clínicos de Serratia son 

f recuentes (83,88). 

Una vez anal izadas las res is tencias nos interesaba de terminar 

si los d i fe rentes aislados presentaban actividad enzimática modificadora de 

aminoglicósidos. La detección de los enzimas se real izó mediante el ensayo 

radioenzimát ico con unos pocos aminoglicósidos. Dependiendo del t ipo de 

actividad uti l izamos unos antibióticos u o t ros : 

FOSFORILASAS: Sm, Nm, Km 

ADENILASAS: Sm, Sp, Gm, Km, Tm 

ACETILASAS: Gm, Km, Tm 

Todas las cepas de es te estudio presentaban actividad enzi

mát ica . 

8 

134 



TABLA-16.- Número de estirpes sensibles (S), moderadamente sensibles 

(I) y resistentes (R) a Tm, DKB, Nt, Gm y AN. 

ANTIBIÓTICOS S I R 

Tm 50 18 73 

DKB 48 9 84 

Nt 62 28 51 

Gm 53 O 88 

AN 137 O 4 



A continuación se pasó a la identificación de los enzimas 

presentes en cada es t i rpe . Para la t ipificación se ut i l iza una gama mayor de 

s u s t r a t o s que dependen también del t ipo de actividad que hayamos detectado: 

FOSFORILASAS: KmA, KmB, Km (complejo), Nm, Bt, Lm, Pm, Rm. 

AN, Sm, Gm (complejo). 

ADENILASAS: Gm (complejo), Ss, Tm, AN, KmA, KmB, Km 

(complejo), Nm, Pm, Bt, Lm, Rm, Sm, Sp, Nt DKB. 

ACETILASAS: GmCi, GmCia, Gm (complejo), Ss, KmA, KmB, Km 

(complejo), Tm, DKB, Nm, Bt, Lm, Pm, Rm, AN, Nt, Ap, 2 ' -N-Nt , 6 '-N-Nm, 

Dactinomicina. 

A las es t i rpes que eran res i s ten tes sólo a Sm ó a Sm y Sp, no 

se les hace el perfi l , pues en la detección prel iminar quedan definidos los 

enzimas que presentan. 

Los perf i les de sus t r a to de las cepas con actividad fosfor i lasa 

se mues t ran en la t ab la -C (anexo); con actividad adenilasa en la tabla-D 

(anexo); y con actividad ace t i lasa en la t ab la -E (anexo). 

Los valores expresados en e s t a s t ab las son porcenta jes ap ro 

ximados de actividad. Pa ra obtener es tos valores, consideramos los cente

lleos por minutos (cpm) exhibidos por un determinado antibiót ico menos las 

del blanco como el valor 100, y a la actividad del blanco como O. El r e s to 

de los valores se calculan con una regla de t r e s : 

B: actividad del blanco 

Ax: act ividad del aminoglicósido de referencia 

Ay: actividad del aminoglicósido que vamos a calcular 
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%= = porcentaje de actividad 

Ax - B 

En los perf i les de fosfor i lasas la actividad de la Nm es el 

valor 100 y en los de adenilasas y ace t i lasas la de la Gm (complejo) o la de 

GmCia. 

Hemos elegido var ias es t i rpes como ejemplos de los d i ferentes 

perf i les y act ividades enzimáticas encontradas , y de cómo se in te rpre tan los 

resul tados . 

Como ejemplo de actividad fosfori lasa escogemos a la es t i rpe 

n 39. La actividad en cpm y los porcentajes calculados se mues t ran en la 

tabla-17. Observamos que los antibióticos con un grupo hidroxilo en posición 

3 ' son modificados y dan valores a l tos , mient ras que la Gm, que no posee 

es te grupo, no es modificada y no presen ta actividad (740 cpm, 3% 

actividad). Detectamos también una pequeña actividad con la Sm (2310 cpm, 

137.). Dedujimos, por t an to , que en el ex t r ac to de es te microorganismo hay 

dos enzimas fosfor i lasas , uno que actúa sobre el grupo hidroxilo en 3 ' , la 

APH(3*), y o t ro que fosfori la a la Sm (que no t iene grupo hidroxilo en 3') , 

la AP1I(3"). 

Analizamos las CMIs para comprobar la veracidad de estos 

resul tados . Este aislado presenta el siguiente pa t rón de res is tencia : Sm, 

Km, Rm, Pm y Nm. Al ser res i s ten te a la Sm confirmamos la presencia de la 

APH(3"). La res is tencia a Km, Nm, Pm y Rm es t ípica de los organismos con 

APH{3') (64,132). Los da tos obtenidos con el método radioenzimát ico coin-
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TABLA-17.- Perfi l enzimático de la actividad fosfor i lasa del aislado n° 39. 

ANTIBIÓTICOS CPM 7. 7. RELATIVO 

Blanco 

KmA 

KmB 

Nm 

Bt 

Lm 

Pm 

Rm 

AN 

Sm 

Gm 

250 

5060 

9930 

16530 

9690 

1540 

11890 

10240 

1590 

2310 

740 

O 

29.53 

59.43 

100 

57.96 

7.95 

71.47 

61.34 

8.22 

12.64 

3 

O 

30 

59 

100 

58 

8 

71 

61 

8 

13 

3 

Los valores se han calculado considerando la actividad de la Nm como 100%. 



ciden con las CMls. 

De los 141 aislados, en 84 se de tec ta la APH(3') y casi todos 

ellos exhiben el fenotipo de resis tencia "Km, Rm, Pm, Nm". Sólo la es t i rpe 

n° 178 presentaba actividad fosfori lasa del t ipo APH(3') y basándonos en las 

CMIs, e r a r e s i s t en te a la Km, moderadamente sensible a la Rm y Pm, y 

sensible a la Nm. 

Examinando las CMls comprobamos que la mayoría de las cepas con 

res is tencia a la Km, Rm, Pm y Nm, s intet izan la APH(3'). En t r e s aislados 

(n° 132, 154 y 203) con es te pat rón no detectamos actividad fosfori lasa. 

A pesar de e s t a s excepciones los resu l tados obtenidos con el 

método radioenzimático correlacionan con la CMls. Por t an to , podemos 

basarnos en las res is tencias pa ra aventurar el mecanismo de inactivación por 

medio de la APH(3'). 

Hemos observado que la actividad de las APH(3") es signi

f icat ivamente menor que la de las AP11(3'). Por es ta razón, al hal lar el 

porcentaje , el valor con la Sm en muchos aislados aparece muy disminuido. Al 

comparar con o t ros sus t r a tos se podría pensar que la Sm no es modificada y, 

sin embargo, se le asigna a la es t i rpe una APH(3"). Esto se debe a que 

consideramos que hay modificación de la Sm por fosforilación con actividades 

que son super iores a unas 7 u 8 veces el blanco. 

Detectamos APH(3") en 85 aislados, de los que 29 sólo tenían a 

es te enzima como única actividad fosfori lasa, y 17 como i'inico enzima 
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modificador de aminoglicósldos. 

Como ejemplo de actividad adenilasa seleccionamos la de la 

es t i rpe n 173. 

Los enzimas nucleotidilasas son muy inestables in vi tro (12) y 

pierden rápidamente su actividad. Normalmente los ex t r ac to s de las es t i rpes 

con es tos enzimas expresan cpm bas tan te bajas. Añadiendo di t io t re i to l (12) 

conseguimos mejores actividades. A pesar de es ta dificultad la es t i rpe n 

173 expresó unos niveles de actividad enzimática considerables y és ta fué la 

causa de su elección como ejemplo. 

En la tabla-18 presentamos los valores en cpm y porcentajes 

obtenidos con el ex t r ac to de la cepa n 173. Los valores pa ra Gm, Ss, Nt, 

Tm, DKB y Km, con un grupo hidroxilo en 2", son elevados, mient ras que pa ra 

Nm, que no presenta este grupo, es muy bajo (446 cpm, 6%). Sospechamos que 

el enzima es una ANT(2") (13,98). No puede ser una ANT(4') porque la Gm, Ss 

y Nt son modificadas y carecen de grupo hidroxilo en posición 4 ' . 

Esta es t i rpe es res i s ten te , según sus CMIs, a Tm, Gm, Ss, Km y 

DKB, y sensible a Nt, AN, Rm, Pm y Nm. Este fenotipo de res is tencia es 

c a r ac t e r í s t i co de los microorganismos con ANT(2") (64,97). Confirmamos, por 

t an to , la presencia de este enzima. 

Es notable que la es t i rpe modifique a la Nt con una actividad 

del ^97o (6152 cpm), y sin embargo, sea sensible a es te antibiótico con una 

CMI de l^íg/ml. 
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TABLA-18.- Perfil enzimático de la actividad adenilasa de la es t i rpe n° 173. 

ANTIBIÓTICOS CPM 

Blanco 123 

Gm 6223 

Ss 11216 

Tm 6011 

AN 512 

Km 8496 

Nm 473 

Pm 258 

Rm 240 

Sm 1567 

Sp 859 

Nt " 6152 

DKB 6627 

7. 

0 

100 

181.75 

96.52 

6.37 

137.26 

5.73 

2.21 

1.91 

23.67 

12.06 

98.83 

106.62 

7. RELATIVO 

0 

100 

182 

97 

6 

137 

6 

2 

2 

24 

12 

99 

107 

Los valores se han calculado considerando a la actividad de la Gm como 100% 



Bongaerts y Molenciijik (12) explicaron es te hecho, t ípico de 

las ANT(2"), basándose en la relación Vmax/Km de la actividad de es te enzima 

con la Nt. Esta relación es una medida re la t iva de la eficacia fisiológica 

de la modificación enzimática del antibiótico. Al comparar la de la Nt con 

la de o t ros sus t r a tos , observaron que e ra muy baja y por t an to jus t i f icaba 

la sensibilidad de las es t i rpes a este antibiótico. Es posible también que 

la Nt modificada por nucleotidilación en posición 2" conserve su capacidad 

ant imicrobiana (86). 

El ex t r ac to del aislado n° 173 adenilaba a la Sm y Sp aunque 

con menos actividad, y la cepa era res i s t en te a estos dos ant ibiót icos. 

Deducimos, por t an to , la presencia de o t r a adenilasa, la AAD(3"). 

De los 141 microorganismos estudiados, sólo en 9 se detectó 

ANT(2"). Todos eran res i s ten te a Gm, Ss, Tm, DKB y Km, y sensibles a la Nt y 

AN. La actividad AAD(3") se localizó en 59 es t i rpes y todas eran res i s ten tes 

a Sm y Sp. 

Estudiando las CMIs, el pa t rón de res is tencia Gm, Ss, Tm, DKB y 

Km, y sensibilidad a la Nt se correspondía con las es t i rpes con ANT(2"). Sin 

embargo encontramos 22 aislados que eran res i s t en tes a la Sm y Sp y no 

presentaban actividad adenilasa. Sabiendo lo lábiles que son estos enzimas, 

pensamos que puede haber un fallo del s is tema de detección. Otra explicación 

es que la res is tencia no sea enzimática. Existen mecanismos de res is tencia a 

la Sm y Sp debidos a a l teraciones de pro te ínas r ibosómicas (15,55). Este 

t ipo de res is tencia no la hemos estudiado. 
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Encontramos 83 aislados (59,67. del to ta l ) , con actividad 

acet i lasa . Como ejemplo, elegimos seis cepas porque detectamos seis perfi les 

enzimáticos diferentes . Las es t i rpes seleccionadas son la n 15 como ejem

plo de la AAC(3)-1, la n° 43 de la AAC(3)-1I, la n" 26 de la AAC(3)-III, la 

n° 47 de la AAC(3)-V, la n° 69 de la AAC(6')-1 y la n° 197 de la AAC(6')-II 

( tabla-19). 

Analicemos el perfi l de la cepa n° 43. Hay actividad con la 

Gm, Ss, Km, Tm, DKB y Nt. Descartamos la AAC(2') y la AAC(6') porque la 

2 ' -Nt y la 6 ' -Nt son acet i ladas . Por t an to es una AAC(3). Como tiene 

actividad y es res i s ten te a la Gm, Ss, Km, Tm, DKB y Nt, concluímos que es 

un enzima AAC(3)-II (203). 

El perfil de la cepa n° 47 es similar al an te r io r pero la Km 

no es sus t r a to . Estudiando la CMI vemos que es ta cepa es res i s t en te a la Gm, 

Ss, Tm, DKB y Nt. Por tan to se t r a t a b a de un enzima AAC(3)-V. 

Algunos au tores (140,203) dudan de que la AAC(3)-II y AAC(3)-V 

sean enzimas diferentes , ya que los perfi les enzimáticos son muy s imilares . 

Si sólo analizamos la actividad con la Km , por una diferencia de 5 al 15% 

no vamos a definir un nuevo enzima. Pero estudiando como se ref leja es ta 

modificación en el fenotipo de res is tencia obtenemos la clave pa ra 

dis t inguir los dos enzimas. La cepa n° 43 es r e s i s t en te a Km (CMI 32 mg/1) 

y la cepa n 47 es sensible (CMI 4 mg/1). La cepa n" 43 no presenta ninguna 

o t r a actividad modificadora de aminoglicósidos que pudiera explicar la 

res is tencia a la Km. Por tanto , es la res is tencia a la Km lo que uti l izamos 

pa ra dis t inguir a los dos enzimas (64). 
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TABLA-19.- Perf i les enzimáticos de las actividades ace t i lasas . 

I . - Perfil de la cepa n 15 

ANTIBIÓTICOS CPM 7o RELATIVO 

Blanco 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

Dact 

311 

18453 

8014 

0 

100 

42.45 

0 

100 

42 

691 

9454 

7647 

302 

324 

322 

460 

1516 

417 

2.09 

50.39 

40.43 

0 

0 

0 

0 

6.64 

0 

2 

50 

40 

0 

0 

0 

0 

7 

0 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



TA13LA-19.- Perf i les enzimáticos de las actividades ace t i lasas 

(continuación). 

I I . - Perfi l de la cepa n 26. 

ANTIBIÓTICOS CPM 7. RELATIVO 

Blanco 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6*-Nt 

Dact 

255 

45744 

31358 

0 

100 

67.37 

0 

100 

68 

16656 

36098 

32760 

17501 

3033 

29027 

1370 

34027 

3033 

14793 

21898 

1055 

36.03 

78.79 

71.45 

37.91 

6.10 

63.25 

6.19 

74.24 

6.10 

32.34 

48.14 

2.32 

36 

79 

71 

38 

6 

63 

6 

74 

6 

32 

48 

2 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100/í 



TABLA-19.- Perf i les enzimáticos de las actividades ace t i lasas 

(Continuación). 

I I I . - Perfil de la cepa n° 43. 

ANTIBIÓTICOS CPM 7. RELATIVO 

Blanco 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

Dact 

610 

70770 

30190 

12510 

22750 

34120 

42000 

3400 

3000 

710 

1680 

8230 

1160 

23250 

29810 

1720 

0 

100 

42.03 

14.70 

31.40 

47.64 

58.90 

3.75 

3.18 

0 

1.3 

15.96 

1.02 

36.14 

41.48 

1.36 

0 

100 

42 

15 

31 

48 

59 

4 

3 

0 

1 

16 

1 

36 

41 

1 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



TABLA-19.- Per i les enzimáticos de las actividades ace t i lasas 

(Continuación). 

IV.- Perfi l de la cepa n 47. 

ANTIBIÓTICOS CPM 

317 

37491 

24251 

% 

0 

100 

64.38 

% RELATIVO 

0 

100 

64 

Blanco 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2'-Nt 

6 ' -Nt 

Dact 

2344 

25313 

11459 

1509 

1056 

1462 

1472 

11924 

1472 

5159 

7237 

850 

5.45 

67.24 

29.97 

3.2 

1.98 

3.08 

3.1 

31.22 

3.1 

13.88 

19.47 

1 

5 

67 

30 

3 

2 

3 

3 

31 

3 

14 

19 

1 

Los valores se han calculado considerando la actividad de la Gm 

como 100% 



TABLA-19.- Perf i les enzimáticos de las actividades ace t i lasas 

(Continuación). 

V.- Perfi l de la cepa n 69 

ANTIBIÓTICOS CPM 7o RELATIVO 

Blanco 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

Dact 

750 

22140 

18500 

34110 

26890 

35740 

34820 

22740 

2050 

14077 

11830 

14090 

1690 

26410 

3840 

3100 

0 

100 

82.98 

155.96 

122.2 

163.58 

159.28 

102.8 

6.07 

62.3 

51.79 

62.36 

4.39 

119.96 

14.44 

10.98 

0 

100 

83 

156 

122 

164 

159 

103 

6 

62 

52 

62 

4 

120 

14 

11 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



TABLA-19.- Perf i les enzimáticos de las act ividades ace t i lasas 

(Continuación). 

VI.- Perfil de la cepa n° 197 

ANTIBIÓTICOS CPM % RELATIVO 

Blanco 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

Dact 

212 

37223 

24272 

0 

100 

65.01 

0 

100 

65 

41938 

37826 

40802 

25831 

1037 

38141 

28017 

25646 

744 

112.73 

101.62 

109.67 

69.21 

2.22 

102.48 

75.12 

68.72 

1.43 

113 

102 

110 

69 

2 

102 

75 

69 

1 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Grn 

como lOOJí 



Cuando las cepas contenían APIlO') junto con la actividad 

AAC(3), no podíamos emplear la res is tencia a la Km como base pa ra 

di ferenciar a la AAC(3)-II de la -V. En estos casos nos fundábamos sólo en 

la actividad con la Km. Asi, las cepas n° 208, n° 205 y n° 200 most raban una 

actividad del 38%, del 29% y del 32% respect ivamente con la Km, y se les 

asignó un enzima AAC(3)-II. 

El perfil de la cepa n 26 es similar al de la cepa n 43. 

Modifica a los mismos sus t r a tos y además a la Nm. Se ha descr i to una 

acet i lasa , la AAC(3)-in, que modifica a la Gm, Ss, Tm, Km y Pm en la 

es t i rpe de P.aeruglnosa PST (10). Este microorganismo exhibía una sensi

bilidad moderada a la Nm y e ra res i s ten te a todos los demás. La cepa n 26 

no presen ta actividad con la Pm, es sensible a la Nm y moderadamente 

sensible a la Km. A pesar de que no coincide exactamente con el perfil del 

enzima encontrado en P.aeruginosa PST, nos decidimos a ident i f icar la como 

AAC(3)-III ya que ni la AAC(3)-I, -II ni -V actúan sobre la Nm, y no podía 

t r a t a r s e de una AAC(3)-IV (23) porque la Ap no era un sus t r a to y la cepa era 

sensible a es te antibiótico. 

Examinando el perfil de la cepa n 69 observamos una diferencia 

significativa con los an ter iores . La actividad con la 6 ' -Nt (3840 cpm, 14%) 

es mucho más baja que con la 2 ' -Nt (26410 cpm, 120%) y con la Nt (43045 cpm, 

62%). La carencia de un grupo amino libre en posición 6' impide que el 

ant ibiót ico sea modificado. Nos encontramos ante una AAC(6') (SS). Además. 

la Pm, que no contiene grupo amino en posición 6' (79) tampoco es 

modificada. La Km es mejor sus t r a to que la Gm. La AN también es modificada. 

Estudiando las CMIs obtenemos que es ta es t i rpe es r e s i s t en te a la AN 
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(CMI:64mg/l) y sensible a la Gm (CMI:0,5mg/l). La identificamos como 

AAC(6')-I (64,166). 

Con e s t a actividad enzimática observamos de nuevo como un 

antibiót ico es modificado, la Nm (22740 cpm; 103%), y la es t i rpe es sensible 

(MICs: 4mg/ l ) . Benveniste y Davies (8) comprobaron que algunos amino-

glicósidos acet i lados conservaban su actividad ant imicrobiana. Asi, la 

N-acetil-KmA, N-aceti l-NmB y N-acetil-GmCia re ten ían c ie r ta actividad 

ant ibiót ica aunque no tan potente como el producto no acet i lado. Otros auto

r e s han detectado AAC(6') que modifica a la Nm pero sin inact ivar la (63). 

Con frecuencia se describe a la res is tencia como un fenómeno de 

todo o nada basándose en las determinaciones de las CMIs, cuyas medidas no 

exceden de 16 ó 32mg/ml. Radika y Northrop (150) most ra ron que la 

res is tencia es re la t iva y viene determinada por las c a r a c t e r í s t i c a s 

cinét icas del enzima que media la res is tencia . Además, el que un antibiótico 

sea s u s t r a t o de un enzima no significa necesar iamente que la bac ter ia 

productora del enzima sea res i s ten te . Pa ra ello es necesario que el 

ant ibiót ico sea un "buen sus t ra to" , es decir, una relación Vmax/Km al ta 

(12,150). 

La cepa n 15 es res i s ten te a Gm y Ss y sensible a Tm, Km, Nt, 

DKB, AN, Rm, Pm, Nm y Ap. El perfil que expresa es el de una AAC(3)-. Aunque 

no disponemos de la 2 ' -Nt y 6 ' -Nt, al no ser s u s t r a t o la Nm ni la Km podemos 

d e s c a r t a r las actividades AAC(2') y AAC(6'), por tan to , concluímos que era 

un enzima AAC(3). Al ser sólo res is tente a Gm y Ss, decidimos que es una 

AAC(3)-L En es te perfil no pudimos contar con la dactimicina que nos 
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hubiera confirmado es te resul tado, ya que, este antibiótico es modificado 

únicamente por la AAC(3)-I y por el enzima bifuncional AAC(6')-APH(2") 

(116). 

Analizamos el perfil de acet i lasa de la cepa n 197 y 

estudiamos las CMIs calculadas. La Pm no era sus t r a to y la Nm y Km si. La 

actividad con la Km era más elevada que con la Gm. La AN también e ra 

modificada pero no inactivada pues la cepa e ra sensible a es te antibiótico. 

Se nos planteó el problema de que tampoco disponíamos de la 2 ' -Nt y de la 

6 ' -Nt . Podíamos pensar que nos encontrábamos ante una AAC(3)-III, sin 

embargo, la actividad con la Km (113%) y Nm (69%) e ra mayor que la de las 

es t i rpes con AAC(3)-II1 (36% con la Km y 37% con la Nm). A ésto se le añadía 

la actividad con la AN (75%). Concluímos que se t r a t a b a de una AAC(6'). Como 

la es t i rpe e ra sensible a la AN y res i s ten te a la Gm, clasificamos al enzima 

como una AAC(6')-II (64,166). 

Con el examen del perfil enzimático y de res i s tenc ias de la 

cepa n 21 no pudimos clas i f icar la acet i lasa presente . El aislado e ra 

res i s t en te a casi todos los aminoglicósidos uti l izados, excepto a la Ap, a 

la que e r a sensible, y a la Is, a la que e r a moderadamente sensible. 

Mostraba actividad con los aminoglicósido ensayados excepto con Pm y Ap. La 

actividad con la 2 ' -Nt es doble de la actividad con la 6 ' -Nt por lo que 

supusimos se t r a t a b a de una AAC(6'). Sin embargo, la cepa era res i s ten te 

t an to a la AN como a la Gm. Es posible que nos encontrásemos ante una nueva 

AAC(6') ó con dos ace t i lasas jun tas en un mismo aislado y que ocasionaran 

es te perfi l . Mas adelante explicaremos como determinamos los enzimas 

asignados a es ta es t i rpe . 

152 



Inicialmente la es t i rpe n° 16 presentaba un fenotipo de r e s i s 

tencia y un perfi l enzimático similar al de la cepa n 21. Sin embargo, es ta 

e s t i rpe perdió espontáneamente pa r t e de su res is tencia . La cepa presentaba 

an te r io rmente unas CMIs para la AN, Km y Rm de 64, 128 y 12Smg/l 

respect ivamente , y ahora de 1, 8 y lmg/1. El perfi l enzimático también ha 

variado y ahora corresponde al de una AAC(3)-V. Este aislado presentaba, por 

t an to , dos act ividades ace t i lasas . 

Basándonos en lo explicado con los ejemplos, determinamos los 

enzimas encontrados en las 83 es t i rpes que presentaban actividad acet i lasa . 

El enzima acet i lasa más frecuente es la AAC(3)-V que se detectó en 62 

ais lados (74,7% de las acet i lasas) . La AAC{3)-II1 se localizó en 6 es t i rpes 

(7.27.); la AAC(3)-II en 8 (9,6%); la AAC(3)-I en uno (1,2%) la AAC(6')-I en 

4 (4.8%) y la AAC(6')-II en 2 (2,4%). 

Las AAC(3) son uno de los mecanismos más f recuentes de 

res is tencia a los aminoglicósidos en Europa. En las es t i rpes a is ladas de 

nues t ro hospital , el 54.3% presentaban res is tencia a los aminoglicósidos 

producidas por AAC(3). 

La Is es un aminoglicósido nuevo que es tá en fase de 

experimentación. La potencia y espectro de actividad es similar al de la AN 

excepto en que es menos modificado por el enzima AAC(6')-1 (122). Por ahora 

se ha observado que la Is es modificada por la AAC(6')-1. Aunque no 

disponemos de los datos de modificación enzimática, estudiando las CMIs 

comprobamos los resul tados de otros au tores (122). Sólo cua t ro es t i rpes 
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presentaban una CMIs de 8mg/l encontrándose és ta en el rango de sensibilidad 

moderada. Es tas cua t ro cepas, n°^ 21, 37, 44 y 69, eran res i s t en tes a la AN 

(CMl2:64mg/l) y presentaban actividad AAC(6')-I. 

Antes de 1983 la mayoría de las res i s tenc ias a la Gm, Tm, Nt, 

DKB ó AN tenían su origen en la presencia de un sólo enzima modificador: 

ace t i iasa , fosfori lasa ó adenilasa (122). Sin embargo, los resul tados de 

investigaciones más rec ientes demuestran que cada vez tienen más importancia 

las combinaciones de enzimas modificadores (167,211). La frecuencia de las 

combinaciones observadas en algunos paises son del 17,6% en Bélgica, 23,0% 

en EEUU, 41,5% en Italia y del 66,8% en Argentina (122). 

La coexistencia de varios enzimas modicadores se da también en 

nues t ra colección de Enterobacterias. La frecuencia es del 73,05%. Las 

combinaciones encontradas y el número de cepas que las presentan, se 

mues t ran en la t ab l a -20 . 

Dejando a un lado los enzimas APH(3") y AAD(3") y las 

res i s tenc ias a la Sm y Sp, en la tabla-21 ref le jamos los pat rones 

enzimáticos más significativos y las res is tencias que originan. 

La combinación más frecuente es AAC(3)-V con APH(3'). Estos dos 

enzimas en una misma cepa, ocasionan la res is tencia a Tm, Gm, Nt, Ss, DKB, 

Km, Rm, Pm y Nm. La combinación de AAC(6')-II, AAC(3)-I¡ ó AAC(3)-I1I con 

APH(3') producen el mismo pat rón de res is tencia . 
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TABLA-20.- Pa t rones enzimáticos encontrados en las Enterohacterias 

es tudiadas y número de cepas que presentan cada patrón. 

N org. PATRÓN ENZIMATICO 

17 

6 

2 

1 

2 

1 

3 

1 

5 

4 

11 

1 

3 

1 

1 

6 

5 

1 

8 

i 

2 

5 

4 

1 

13 

13 

6 

3 

1 

13 

APH(3") 

AAD{3") 

APH(3') 

AAC(6')-I 

ANT(2") 

AAC(3)-I 

AAC(3)-II 

AAC(3)-II 

AAC(3)-V 

APH(3") 

APH(3") 

AAD(3") 

AAD(3") 

AAD(3") 

APH(3") 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

APH(3') 

ANT(2") 

AAD(3") 

APH(3') 

APM(3') 

APH(3") 

APH(3") 

AAD(3") 

APH(3") 

ANT{2") 

APH{3") 

APH(3') 

AAD(3") 

APH(3') 

APH(3') 

ANT(2") 

AAC(6')-I 

AAC(6')-I 

APH(3') 

AAD(3') 

APH(3") 

AAD(3") 

APH(3') 

APH(3') 

APH(3") 

AAD(3") 

APH(3') 

APH(3') 

APH(3') 

AAD(3") 

APH(3") 

AAC(3) 

AAD(3") 

AP11{3") 

APH(3") 

AAC(6')-II 

AAC(3)-I1 

AAC(3)-III 

AAC(3)-I11 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

AAD(3") APH(3') 

APH(3') AAC(6')-I 

APH(3") AAC(3)-V 



TABLA-21.- Principales pa t rones enzimáticos y Jas res i s tenc ias que 

originan en los micoorganismos que los poseen. 

PATRONES ENZIMÁTICOS RESISTENCIAS 

APH(3*) AAC(3)-V 

APH(3') ANT(2") 

APH(3') AAC(6')-II Tm Gm Ss Nt DKB Km Rm Pm Nm 

APH{3') AAC(3)-II 

APH(3') AAC(3)-III 

APH(3') AAC(3) AAC(6')-I Tm Gm Ss Nt DKB AN Km Rm Pm Nm 



La presencia de AAC(6')-I, AAC(3) y APH(3') en una misma cepa 

genera un patrón de multirresistencia con grandes implicaciones en tera

péutica. La estirpe que contiene esta combinación es resistente a la Tm, Gm, 

Ss, Nt. DKB, AN, Km, Rm, Pm y Nm. Además presenta una APH(3") que causa 

resistencia a la Sm. Afortunadamente sólo se detectó en un aislado. 

La presión selectiva ejercida por el uso de los aminoglicósidos 

es uno de los factores que contribuye a que se deserrolle un determinado 

tipo de mecanismo de resistencia a esta clase de antibióticos. En las cepas 

de nuestro estudio, el uso hospitalario de la Km, anteriormente, y de la Gm, 

Tm y Nt, posteriormente, ha generado la combinación AAC(3)-V + APH(3'). 

La información genética para la síntesis de estos enzimas se 

localiza frecuentemente en plásmidos. Dentro de un hospital es importante 

determinar y caracterizar los plámidos de resistencia, principalmente, si se 

tratan de plásmidos conjugativos. 

El siguiente paso que realizamos fué la conjugación. Utilizamos 

como receptora a la estirpe de E.coli K-12 resistente al ácido nalidíxico. 

vio 
En la colección de Enterobacterias hay 118 que^ie^an resistenteC al ácido 

nalidíxico. Conseguimos que 96 estirpes transmitieran su resistencia por 

conjugación a E.coli K-12. 

Disponíamos de otra estirpe receptora, un E.coli resistente a 

Img/ml de Sm. Con esta receptora se conjugaron dos cepas, n° 21 y n° 198. 

A las estirpes que no se conjugaron le realizamos una 
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extracción de ADN plasmídico e intentamos transformar a la estirpe de E.coli 

HBIOI. Conseguimos transformar con ADN de las cepas n°^ 37 y 43. 

La estirpe n° 10 perdió espontáneamente su resistencia a los 

aminogiicósidos. Estas pérdidas de resistencias son un indicio de que 

estaban codificadas por genes plasmídicos. 

La resistencia se localizó en plásmidos en IOS cepas, es decir en 

un 737.. Los plásmidos eran conjugativos en 100 cepas es decir en el 717o de 

las bacterias estudiadas. 

Para conocer las resistencias transmitidas se hicieron 

antibiogramas y se determinaron las CMls de los transcon jugantes. Los 

resultados se muestran en las tablas-A y -B (anexo) junto con los de las 

cepas donadoras. Para identificar a los transconjugantes, al número de la 

cepa donadora le añadimos una letra. Si la receptora fue el E.coli K-12 

resistente al ácido nalidíxico, la letra es T; si fue el E.coli resistente a 

Img/ml de Sm se usa la S. A los tranformantes se le añade la letra H. En los 

casos que salieron dos ó más transconjugantes ó transformantes, a la letra 

le acompaña ún número, por ejemplo 130T1 y 130T2. 

Para comprobar que los plásmidos transmitidos codificaban la 

síntesis de enzimas modificadores de aminogiicósidos, llevamos a cabo el 

método radioenzimático con los transconjugantes. Utilizamos uno ó dos 

antibióticos para detectar la actividad enzimática. Las actividades 

detectadas se encuentran en la tabla-F (anexo) junto con la lista de enzimas 

encontradas en cada cepa. 
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Examinando las actividades de los t ransconjugantes , tenemos que 

la actividad AAC(3) se t r ans f i r ió de 52 cepas, la AAC(6')-I de 3, la ANT(2") 

de 7 y la APH(3') de 84. El enzima APH(3') es el que se t r ans f i e r e con más 

frecuencia. 

Comparando las CMIs de los t ranscon jugantes con las de las 

donadoras , advert imos que hay una tendencia de los t ransconjugantes a 

mos t r a r niveles de res is tencias más al tos. 

Recordemos el caso de la cepa n 178. Este aislado presentaba 

actividad fosfor i lasa del t ipo APH(3'), y sin embargo, e ra moderadamente 

sensible a la Pm y Rm y sensible a la Nm. Al conjugarla conseguimos dos 

t ransconjugantes , Í78T1 y 178T2. El 178T1 exhibía un pa t rón de res is tencia 

más amplio, "Tm, Gm, Ss, Nt, DKB, Km, Pm, Rm, Nm", y actividad acet i lasa y 

fosfor i lasa . El 178T2 presenta un patrón de res is tencia más cor to , "Km, Rm, 

Pm, Nm", y actividad fosfori lasa únicamente. Ambos fosfori laban a la Nm y 

además most raban CMIs pa ra la Nm, Pm y Rm superiores a 128mg/l. La es t i rpe 

n 178 s in te t iza un enzima que modifica a la Nm, Pm, Rm y Km. En los 

t ransconjugantes es ta modificación implica inactivación del antibiótico pero 

en la donadora no. Las causas de es ta diferencia no se han determinado. Es 

posible que en el aislamiento de los t ransconjugantes hayamos real izado una 

presión selectiva escogiendo la forma más eficaz del enzima. Aunque, ya 

decía Le Goffic y col (101) que los valores de CMI dependen no sólo de la 

afinidad y velocidad de inactivación enzimática del antibiót ico, sino 

también de la velocidad de acumulación por la célula en tera . Si en la cepa 

n 178 la velocidad de en t rada de la Nm, Pm y Rm en el in ter ior de la 

bac te r ia es mayor que la velocidad de inactivación, puede quedar suficiente 
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antibiótico activo como para ejercer su función bactericida y acabar con la 

célula. En los transcon jugantes, la velocidad de entrada del antibiótico 

puede ser menor que la de inactivación, el enzima inactiva todo el 

antibiótico que entra y esto explicaría el que sean resistentes. 

En otros casos la actividad enzimática expresada por los 

transcon jugantes nos ha revelado el tipo de enzima modificador presente en 

la estirpe donadora. La cepa n 169 era resistente a Tm, Sm, Gm, Ss, Km, 

DKB, Rm, Pm, Nm y Sp. Mediante el ensayo radioenzimático sólo encontramos 

actividad fosforilasa. Al ser resistente a Tm, Gm y DKB, y sensible a Nt, 

sospechamos que había una adenilasa pero la actividad que detectábamos era 

tan baja que no podíamos asegurarlo. De la conjugación obtuvimos dos 

transcon jugantes, el 169T1 y el 169T2. El I69T1 era resistente a la Sm, Km, 

Pm, Nm y Sp y presentaba actividad adenilasa. La 169T2 era resistente a la 

Tm, Sm, Gm, Ss, DKB, Km, Pm, Rm, Nm y Sp y muestra actividad fosforilasa con 

la Gm. Confirmamos nuestra sospecha de que la cepa n 169 sintetizaba una 

adenilasa. El perfil enzimático de la 169T2 correspondía al de una ANT(2") y 

se exhibe en la tabla-D (anexo). 

Con la estirpe n 154 también utilizamos al transcon jugante 

para detectar y definir la adenilasa que causaba la resistencia. 

Las estirpes n 74, 127 y 128 , resistentes a Km, Nm, Pm y Rm, 

expresaban una actividad tan baja de fosforilación que no podíamos 

utilizarla para comprobar el mecanismo de resistencia a estos antibióticos. 

Sin embargo, los transcon jugantes daban un buen nivel de actividad 

fosforilasa y los empleamos para realizar los perfiles que les asignamos a 
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las cepas donadoras (tabla-D, anexo). 

Prince y Jacoby (145) describieron una estirpe de P.aeruglnosa 

que era resistente a la Gm pero en el extracto enzimático no se detectaba 

actividad modificadora de aminoglicósidos. La resistencia venía codificada 

en un plásmido. Clonaron el gen de resistencia a la Gm en un plásmido con 

gran número de copias de E.coli. El extracto enzimático de las bacterias 

portadoras de este plásmido híbrido poseía una actividad enzimática 

claramente mayor que la estirpe de P.aeruginosa. Por amplificación del 

número de copias del gen, el producto génico fué detectado con certeza. 

Bongaert y Kaptijn (11) encontraron una estirpe de E.coli resistente a la AN 

a causa de una APH(3')-II. La resistencia se debía a un aumento del número 

de copias de un plásmido. 

En la explicación del incremento de actividad que muestran 

algunos de nuestros transcon jugantes, no podemos aplicar el aumento del 

número de copias, pues el plásmido es el mismo. Lo que si podemos pensar es 

que en E.coli K-12 algunos plásmidos se expresan con mayor productividad 

reflejándose en el aumento de actividad enzimática y del nivel de 

resistencia (CMIs más altas). 

Estudiando las resistencias y actividades enzimáticas obser

vamos que 73 estirpes transmitieron íntegramente a la estirpe receptora su 

resistencia a los aminoglicósidos. 

Las estirpes n ^ 41, 132 y 190 sólo transmitieron la resis

tencia a la Sm. La estirpe n° 154 que presentaba actividad APH(3') y 
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ANT(2"), cedió la ANT(2"). La n° 106 que contenía los enzimas AAD(3"), 

APH(3') y AAC(3)-V, t r a spasó la AAD{3") y APH(3') pero no la AAC(3)-V. 

La cepa n° 105 s inte t iza AAC(3)-III, APH(3') y AAD(3"). Con la 

conjugación conseguimos dos t ransconjugantes . El 105T1 expresaba actividad 

APH(3') y AAD{3"), y el 105T2 APH(3'). No logramos t r a n s f e r i r la res is tencia 

por la AAC(3)-in. Con las es t i rpes n°^ 89 y 103 ocurr ió lo mismo. 

Otras 15 cepas también originaron dos t ranscon jugantes . En 13, 

uno de los t ranscon jugantes expresaba todas las res i s tenc ias y actividades 

de la donadora, y el o t ro , sólo una pa r te . 

Con las cepas n 178 y 204 uno de los t ransconjugantes 

presentaba una pa r t e de las actividades y el segundo la o t ra . Así, el 178T1 

e ra r e s i s t en te a los mismos antibióticos que la donadora excepto a la Sm y 

mos t raba actividad AAC(3) y APH(3'). El 178T2 e ra r e s i s t en te a la Sm, Km, 

Nm, Pm y Rm y con actividad APH(3') y APH(3"). La cepa n° 204 presentaba 

actividad AAC(3)-V y APH(3"). El t ranscon jugante 204T1 adquirió la APH(3") y 

el 204T2 la AAC(3)-V. 

De la cepa n 130 derivaron t r e s t ransconjugantes . El 130T1 era 

r e s i s t en te a la Sm y contenía una APH(3"). El 130T2 mos t raba actividad 

APH(3'), APH(3") y AAC(3), y la 130T3, sensible a la Sm, expresaba actividad 

APH(3') y AAC(3). 

Con la finalidad de ca rac t e r i za r los piásmidos exis ten tes en la 

población de Enterobacterias, analizamos y relacionamos las res i s tenc ias de 
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los d i ferentes t ransconjugantes . Si una cepa donadora t r ansmi t í a su r e s i s 

tencia a los aminoglicósidos originando un sólo t ipo de t ranscon jugante , 

considerábannos el fenotipo del t ranscon jugante como el del plásmido 

t r ans fe r ido . 

Cuando se originaban dos t ransconjugantes sabíamos que habían 

dos plásmidos implicados, pero no siempre e ra posible del imitar las 

res i s tenc ias de cada uno. Cojamos como ejemplo los t ransconjugantes de la 

cepa n° 204. El 204T1 es res i s ten te a Sm y el 204T2 a Tm, Gm, Nt, Ss, DKB, 

TIC y AM. En es te caso los dos plásmidos quedan per fec tamente definidos. 

Ahora estudiemos los t ransconjugantes de la cepa n 149. El 149T1 es 

r e s i s t en te a Tm, Sm, Gm, Nt, Ss, Km, DKB, TIC, AM y TE; y el 149T2 a Sm, TIC 

y AM. Se podría deducir que el fenotipo del 149T2 per tenece a un plásmido y 

que el del 149T1 se debe a la presencia del plásmido de la 149T2 junto con 

o t ro . En un principio pensamos que suprimiendo las res i s tenc ias del pr imero 

podríamos en t r e saca r las res is tencias del o t ro plásmido. Pero desist imos de 

ello cuando analizando los t ransconjugantes de la cepa n 179 obtuvimos dos 

plásmidos d i ferentes que codificaban la res is tencia a la Sm. El I79T1 era 

r e s i s t en te a Sm, TIC y AM, y el 179T2 a Tm, Gm, Nt, Ss. Km, DKB y Sm. Para 

es te resu l tado hay dos explicaciones. Una de ellas es que la célula donadora 

posea dos plásmidos diferentes que codifican res is tencia a la Sm. Otra 

explicación es que la bac ter ia contenga t r e s plásmidos, uno que lleva la 

res is tencia a Tm, Gm, Ss, Nt y DKB, o t ro a Sm, y o t ro a TIC y AM, y que 

t r a n s f i r i e r a dos plásmidos a cada t ranscon jugante . La resolución de es ta 

incógnita implicaría poder sepa ra r los t r e s plásmidos en t ransconjugantes o 

t r ans fo rman te s d i ferentes , pero no lo hemos conseguido. 
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Basándonos en lo anterior conseguimos elaborar 30 patrones de 

resistencia. Para designar cada patrón utilizamos las iniciales PR con un 

número. La lista de patrones, las resistencias que les corresponden y el nú

mero de transconjugantes en el que se localizan, se muestran en la tabla-22. 

Examinando las resistencias de los transconjugantes vemos que 

28 habían captado la resistencia a los aminoglicósidos únicamente mientras 

que 90 ofrecían resistencia a otros tipos de antibióticos además de a los 

aminoglicósidos. 

Observamos que la resistencia a la TIC, AM, MA y TE se 

transfiere con cierta frecuencia junto con la de los aminoglicósidos. De 76 

donadoras resistentes a TIC y AM, 68 transmitieron esta resistencia junto 

con la de los aminoglicósidos. Además, 16 traspasan la resistencia al MA 

junto con la de AM y TIC. 

La resistencia a la TE acompaña a la de los aminoglicósidos en 

44 (37,37o) transconjugantes, de los que 39 (33%) son asimismo resistentes a 

la AM y TIC, y 17 (14,67.) a AM, TIC y MA. Diversos autores han descrito 

plásmidos que codifican resistencia a los aminoglicósidos junto con la de 

otros antibióticos como p-lactámicos (52,69,169,184,203), tetraciclinas 

(96,154) y sulfamidas (28,41,123). 

La importancia de la difusión de plásmidos R que confieren 

resistencia a aminoglicósidos y otros antibióticos es incuestionable, ya que 
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TABLA-22.- Pa t rones de res is tencia (PR) y número de 

t ransconjugantes en que se localizan 

PATRÓN DE RESISTENCIA N° TRANSC. 

PRi 

PR2 

PR3 

PR4 

PR5 

PR6 

PR7 

PR8 

PR9 

PRio 

PRii 

PR12 

PR13 

P R H 

PRl5 

PR16 

PR17 

PR18 

PR19 

PR20 

PRzj 

PR22 

PR23 

PR24 

PR25 

PR26 

PR27 

PR28 

PR29 

PR30 

T m S m G m N t 

T m S m G m N t 

T m G m N t 

T m G m N t 

T m S m G m N t 

T m S m G m N t 

T m S m G m N t 

T m G m N t 

T m S m G m N t 

T m G m N t 

Tm G m N t 

T m S m G m N t 

Tm Sm Gm 

T m S m Gm 

T m Gm 

T m G m N t 

T m Sm Nt 

T m Sm Nt 

T m S m G m N t 

Sm 

Sm 

Sm 

Sm 

Sm 

Sm 

Sm 

Sm 

Sm 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

Ss 

KmDKB TIC AMTEMA 

KmDKBTIC AMTE 

KmDKB TIC AMTE 

KmDKBTIC AMTEMA 

KmDKBTIC AM 

KmDKBTIC AM MA 

DKBTIC AMTEMA 

KmDKBTIC AM 

DKBTIC AM 

DKBTIC AM 

DKBTIC AMTE 

KmDKB 

KmDKBTIC AMTE 

KmDKBTIC AM 

KmDKBTIC AM 

KmDKB 

KmDKBTIC AM 

KmDKB 

KmDKBTIC AMTE 

Km TIC AMTE 

Km TIC AM 

Km AM TE 

TIC AM 

AMTE 

AM 

TE 

Km 

Km 

Km AM T E 

MA 

MA 

AN 

AN 

AN 

6 

7 

5 

6 

3 

3 

4 

1 

2 

4 

1 

7 

1 

1 

i 

2 

1 

1 

1 

8 

13 

2 

11 

1 

2 

1 

3 

6 

9 

1 



el uso de una clase de antibióticos puede seleccionar la resistencia a 

otros. Esto es particularmente importante con los p-lactámicos. La resis

tencia a la AM se ha extendido de tal manera que un gran porcentaje de 

aislados clínicos son resistente a éste fármaco. Los plásmidos de resis

tencia a las cefalosporinas, inicialmente afectaban a las de primera genera

ción y algunas de segunda. Desde hace pocos años se han detectado plásmidos 

de resistencia a cefalosporinas de tercera generación (69. Esto es signi

ficativo porque algunos de estos nuevos plásmidos transportaban también 

resistencia a los aminoglicósidos. Aunque en los transconjugantes que hemos 

obtenido no encontramos resistencia a cefotaxima, si que obser'vamos un 147o 

de resistencia a MA, un 57,6% de resistencia a TIC y un 63,12% de 

resistencia a AM. Cuando los genes de resistencia a los aminoglicósidos y 

p-lactámicos se encuentran en un mismo plásmido ó transposón, aunque los 

mecanismos bioquímicos de resistencia sean diferentes, se produce una 

resistencia cruzada. Por este motivo y a la vista de nuestros resultados 

consideramos necesario llevar un seguimiento y control de los plásmidos de 

multirresistencia que aparecen en los hospitales. 

Para completar el estudio de los plásmidos realizamos la 

extracción de ADN plasmídico y electroforesis en geles de agarosa. Ante la 

imposibilidad de presentar fotografías de todas las extracciones de ADN 

plasmídico de donadoras y transcon jugantes hemos elegido algunos ejemplos 

(fotografías 1, 2, 3 y 4). 

Nos encontramos ante una población heterogénea de plásmidos con 

pesos moleculares desde 1,3 a 102 Md. Con mucha frecuencia las cepas 

donadoras presentaban más de un plásmido y sorprendentemente, también 
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FOTOGRAFIA-1.- Electroforesis de la extracción de ADN 
plasmídico de las est irpes señaladas. 
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FOTOGRAFIA-2.- Electroforesis de la extracción de ADN 
plasmídico de las est i rpes señaladas. 
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FOTOGRAFIA-3.- Electroforesis de la extracción de ADN 
plasmídico de las est i rpes con actividad enzimática 
ANT(2"). 
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algunos de sus t ransconjugantes . 

Los t ransconjugantes de las cepas n 21 y 160 expresan 

únicamente actividad acet i lasa . La es t i rpe n 27 poseía t r e s plásmidos con 

los siguientes pesos moleculares: 89,1, 63,1 y 2,3Md (Fotograf ía-1). El 

t ranscon jugante contenía un sólo plásmido de 89,lMd. El aislado n 160 

llevaba t r e s plásmidos de 45,2, 12,3 y 4,3Md (Fotografía-1) y expresaba 

actividad AAC(3)-II. El t ransconjugante 160T contenía el plásmido de 45,2Md 

y la actividad enzimática. 

La cepa n° 184 most raba t r e s plásmidos de 97,7, 66,1 y 52Md 

(Fotograf ía-2) y s in te t izaba APH(3'). El t ransconjugante adquirió el 

plásmido de 52Md y la actividad fosfori lasa. 

La es t i rpe n° 190 con las enzimas AFM1(3') y APH(3") y dos 

plásmidos (Fotograf ía-2) , t r ans f i r ió los dos plásmidos a la t ransconjugante , 

pero sólo la actividad APH(3"). Es posible que los genes que codifican el 

enzima APH(3') se encuentren en el cromosoma. 

El aislado n° 192 cedió las actividades APH(3') y APH(3") y los 

t r e s plásmidos (5,4, 1,8, 1,4) (Fotograf ía-2) que contenía, al t r anscon 

jugante . 

El t ransconjugante 112T most raba un plásmido de 52Md (Fotogra

fía-1) y los enzimas APH(3'), APH(3") y AAD(3") igual que la donadora. 

La cepa n° 155 con los enzimas APH(3'), APH(3") y AAD(3") y 
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cua t ro plásmidos (Fotografía-1) t ransmi t ió los plásmidos de bajo peso mole

cular (4,1 y 3.3) y los enzimas APH(3') y APH(3"). 

El t ransconjugante 39T exhibía las misma enzimas, APH(3*) y 

APH(3"), y dos (64,6 y 3,6) (Fotograf ía- l ) de los cua t ro plásmidos de la 

donadora. 

La cepa n° 30 contenía cua t ro plásmidos (Fotograf ía - l ) y ac t i 

vidades AAC(3)-V, APH(3') y APH(3"). El t ranscon jugante 30T1 captó los p lás

midos de 45,7 y 2,3Md y las actividades APH(3') y AAC(3); el 30T2, los p lás

midos de 45,7 y 2,95Md y todas las act ividades de la donadora. El plásmido 

de 45,7Md y los enzimas AAC(3) y APH(3') son comunes en ambos t ranscon-

jugantes , por lo que asignamos a este plásmido los genes de es tos enzimas. 

Como el 30T2 tiene actividad APH{3") y un plásmido de 2,95Md que no se en

contraban en el 30T1, concluímos que en este plásmido de bajo peso molecular 

se encuent ra el gen de la APH(3"). 

El t ranscon jugante 164T presentaba las mismas actividades 

enzimát icas {AAC(3)-V y APH(3')) y t r e s plásmidos (52, 1,74 y l,68Md) 

(Fotograf ía - l ) de los cinco que llevaba la donadora. 

Las cepas n 59 y 64 mostraban t r e s plásmidos iguales 

(Fotograf ía - l ) . Sin embargo, la n° 59 expresaba actividad AAC(3)-V y 

AAD(3"), y la n° 64 AAC{3)-V, APH(3') y APH(3"). Los t ransconjugantes tenían 

los t r e s plásmidos y las mismas actividades que sus respect ivas donadoras. 

El aislado n 149 contenía cua t ro plásmidos (Fotograf ía-2) y 
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los enzimas AAC(3)-V, APH(3'), APH(3") y AAD(3"). El t ransconjugante 149T1 

p resen taba los cua t ro plásmidos y todos los enzimas, mien t ras que el 149T2 

sólo t en ía un plásmido de 54,95Md y la actividad APH(3"). Dedujimos que el 

gen de la APH(3") se encuentra en este plásmido. 

La es t i rpe n° 178 exhibía cinco plásmidos (Fotograf ía-2) y los 

enzimas AAC(3()-V, APH(3') y AAD(3"). El t ransconjugante I78T1 adquirió 

cua t ro plásmidos y las actividades AAC(3) y APH(3'), y el 178T2 cua t ro 

plásmidos y las actividades APH(3') y AAD(3"). Los plásmidos de bajo peso 

molecular aparecen en los dos t ransconjugantes así como el enzima APH(3'). 

La diferencia res id ía en que el 178T1 presentaba el plásmido de 59,55Md y el 

enzima AAC(3); y el 178T2 el de 74.13Md y el enzima AAD(3"). Por t an to , 

inferimos que el gen de la AAC(3) se encuentra en el plásmido de 59,56Md y 

el de la AAD(3") en el de 74,13Md. El gen del enzima APH(3') puede que es té 

en uno de los plásmidos de bajo peso molecular. 

A la vista de todos estos resul tados concluímos que los genes 

de los enzimas AAC(3), APH(3"), APH(3') y / o AAD(3") se localizan en 

plásmidos de peso molecular variado. 

Al in tentar identificar algún plásmido determinado con una 

actividad enzimática concreta , sólo tuvimos éxito con las es t i rpes que 

presentaban ANT{2"). La fo togra f í a -3 muest ra los plásmidos encontrados en 

las cepas n"*̂  74 75, 153, 154, 169, 173 y 174, y en sus t ranscon jugantes . 

Detectamos un plásmido de 75,88Md común en todos ellos. Estudiando los 

pa t rones de res is tencia vemos que el más repetido es Tm, Gm, Ss, Km, DKI3, 

TIC y AM. En algunos t ranscon jugantes se acompaña de res is tencia a Sm, Nm y 
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TE. Estas resistencias se podrían justificar por la presencia de otros 

plásmidos. Facinelli y Calegari (52) estudiando un plásmido aislado de 

K.pneumoniae observaron que a un núcleo de resistencia a Sm, AM y 

carbenicilina se le podía añadir resistencia al cloranfenicol, TE, Km ó Gm 

sin un cambio apreciable en el peso molecular. Asi que, otra explicación a 

las resistencias añadidas, es que se encuentren en el mismo plásmido que el 

gen de la ANT(2") aunque no varíe el peso molecular del mismo. 

Groot y col (73) describen varios plásmidos portadores de 

multirresistencias que codificaban a la ANT(2"). Uno de estos plásmidos 

presentaba un patrón de resistencia similar al obtenido por nosotros y el 

peso molecular era de 120Kpb (79,2Md). 

Sólo nueve estirpes presentaban ANT(2"), de las que siete 

transfirieron por conjugación los genes que codificaban a este enzima. Otros 

autores (73,129) han descrito epidemias de Enterobacterias con plásmidos de 

resistencia conjugativos que codificaban a la ANT(2"). Aunque en las 

Enterobacterias aisladas de nuestro hospital la incidencia de este enzima es 

bastante baja (6,38%), los plásmidos que la codifican pueden ser una fuente 

de resistencia. 

Estudiando los plásmidos encontrados en las estirpes con 

AAC(6')-I observamos que todos son de alto peso molecular pero diferentes 

entre ellos (fotografía-4). La cepa n 21 presenta y transmite un plásmido 

de 61,66Md; la n°44 de 48,98Md; la n° 69 de 83,18Md y la n° 37 de 20,89. El 

plásmido de la cepa n 37 no se transmitió por conjugación sino por 

transformación. 
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Nos llama la atención que la resistencia a la AN sea solamente 

2,8% y que estuviese codificada, en los cuatro aislados, por plásmidos; tres 

de éstos eran conjugativos. Una característica notable de la resistencia a 

la AN en Enterobacterias es su baja frecuencia a pesar de que los enzimas 

que median la resistencia pueden transferirse por conjugación y en trans

posones de multirresistencias, y de que el uso de otros antibióticos como 

Tm, DKB ó Nt pueden seleccionarla. Incluso se ha descrito un caso en el que 

el uso de la AN redujo la incidencia de resistencia a la Gm y Tm (144). 

Price (144) sugieren que no es justificable darle a la AN el status de 

aminoglicósido de reserva por el peligro de que surja la resistencia ya que 

este antibiótico tiene un espectro de acción mayor que cualquier otro ami

noglicósido. Aun así no debemos olvidar que también se han descrito casos de 

plásmidos epidémicos con resistencia a la AN en Enterobacterias (186,187). 

Para finalizar este estudio vamos a explicar el caso de la cepa 

n 21. Este aislado de C.freundii presentaba un antibiograma bastante 

espectacular, era resistente a todos los aminoglicósidos utilizados además 

de a TIC, AM, TE y NA. Cuando estudiamos los enzimas modificadores 

encontramos APH(3'), APH(3") y un perfil de acetilasa (tabla-E en anexo) que 

no logramos identificar con un enzima acetilasa concreto. Se nos ocurrió la 

posibilidad de que la bacteria sintetizara dos enzimas acetilasas y que el 

perfil observado fuera la suma de las dos actividades. Ya se habían descrito 

otros casos en el que una misma estirpe presentaba dos acetilasas (122,209). 

Pensamos que un isoelectroenfoque nos podría dar una idea de 

los enzimas presentes. El resultado (figura-15) fue que obtuvimos tres picos 

de actividad: uno a pH:5,38, otro a 6,7 y otro a 7,43. Mas de un enzima se 
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detectaban en el ex t r ac to de la cepa n 21. 

En la extracción de ADN plasmídico encontramos un sólo plásmido 

de 61,66Md. Como es ta cepa e ra res i s ten te al ácido nalidíxico no la pudimos 

conjugar con E.coli K-12 NA . Utilizamos el ADN plasmídico obtenido pa ra 

t r a n s f o r m a r a E.coli HBIOI y conseguimos dos t ipos de t r ans fo rman tes , 21H1 

que e ra r e s i s t en te a la AN, Tm, Nt, Km y DKB, y sensible a la Gm, y 21H2 que 

e r a sensible a la AN, Tm, Nt y DKB y res i s t en te a la Gm, Km y TIC. Habíamos 

separado dos pa t rones de res is tencia . 

Los perf i les enzimáticos de los t r ans fo rman tes eran diferentes . 

El 21H1 mos t raba un perfil t ípico de AAC(6')-I y el 21H2 de una AAC(3). Por 

las act ividades con los diferentes antibióticos dedujimos que e ra una 

AAC(3)-V, sin embargo las CMls son mas bajas que las producidas por este 

enzima y se asemejan a las de una AAC(3)-I. El 21112 contenía también 

actividad APH(3') y APH(3"). 

Como el isoelectroenfoque mostró t r e s picos de actividad, 

quisimos de te rminar qué enzima correspondía a cada uno. Con la 21H1 

encontramos el pico de actividad a pH:5,38. La 21H2 mos t raba un pico a 7,43 

cuando se ut i l izaba la AN como sus t ra to , y dos picos, 6,7 y 7,6, cuando se 

uti l izó la Tm. Examinando la bibliografía encontramos que Umezawa y col. (8) 

determinaron el punto isoeléctrico de una AAC(6')-I en 5,4; Tran Van Nhieu y 

Collatz (185) el de una AAC(6')-1V en 5,3; Le Goffic y col (103) el de una 

AAC(3)-I en 7,4 y el de una AAC(3)-II en 6,4. A la vis ta de es tos datos y de 

nues t ros resul tados es posible que en la es t i rpe n 21 estén presentes t r e s 

enzimas ace t i lasas pero la confirmación de ésto necesita más estudios. 
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Lo que podemos asegurar es que este aislado contiene, al menos, 

dos acetilasas: AAC(6') y AAC(3). 

Conseguimos conjugar esta estirpe con E.coli resistente a 

Img/ml de Sm. El transconjugante contenía todas las resistencias y 

actividades enzimáticas de la donadora. 

Un caso parecido fué descrito por Woloj y col. (209). Ellos 

detectaron dos acetilasas, AAC(6') y AAC(3), por medio de los transcon-

jugantes y transformantes. Lograron también transferir las dos actividades 

juntas a un receptor por conjugación. Encontraron dos plásmidos implicados, 

uno de IZOKpb (79,2Md) que llevaba la resistencia a Gm, y otro de UKpb 

(7,26Md) con la resistencia a AN. 

Otro dato curioso de la estirpe n 21 es que tanto los dos 

transformantes como el transconjugante exhibían en la extracción de ADN 

plasmídíco, un único plásmido de igual peso molecular al obtenido con la 

donadora (6I,66Md) (fotografía-4). Basándonos en este resultado, dedujimos 

que la estirpe n 21 contiene dos plásmidos de igual peso molecular con in

formación genética diferente. Además estos dos plásmidos pueden ser trans

feridos juntos por conjugación. 

Afortunadamente, aislados como estos no se describen con fre

cuencia, pero nos hacen reflexionar sobre la necesidad de llevar un control 

en el uso de antibióticos y un seguimiento de los plásmidos de resistencia 

que pueden aparecer en las estirpes bacterianas, sobre todo en las de origen 

clínico. 
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C O N C L U S I O N E S 



CONCLUSIONES.-

Hemos estudiado los enzimas modificadores de aminoglicósidos, 

las res i s tenc ias que originan y los plásmidos que los codifican en 

Enterobacterias procedentes de mues t ras cl ínicas, llegando a las siguientes 

conclusiones: 

].- Todos los microorganismos presentaban enzimas modificadores de 

aminoglicósidos. 

2 - - En nues t ro estudio, los enzimas modificadores que causan res i s tenc ia a 

los aminoglicósidos en las Enterobacterias son: APH(3"), AAD(3"), APH(3'), 

ANT(2"). AAC(3) y AAC(6'). 

3 - - El principal mecanismo de res is tencia a los aminoglicósidos de uso 

clínico, Tm, Nt, DKD y Gm, es el enzima AAC(3)-V. 

4 - El enzima AAC(5*)-! es la causa de res is tencia a la AN en nues t ra 

colección de Enterobacterias. 

5 - - La combinación de varios enzimas modificadores originan pat rones de 

mul t i r res i s tenc ia importantes . La combinación más frecuente en las es t i rpes 

es tudiadas es la AAC(3)-V + APH(3'), produciendo res is tencia a la Tm, Gm, 

Nt, DKB, Km, Rm, Pm y Nm. 
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Q.- No siempre la presencia de un enzima modificador de aminoglicósidos en 

una bacteria implica resistencia a estos antibióticos. 

7 . - La conjugación es una causa importante de la transferencia de los genes 

que codifican los enzimas modificadores. Es un fenómeno frecuente en las 

estirpes de Enterobacterias estudiadas por lo que estas constituyen una 

fuente potencial de resistencia a los aminoglicósidos. 

8-- Las estirpes donadoras pueden transmitir por conjugación toda ó parte de 

su resistencia a las receptoras, y uno ó varios plásmidos. 

g . - La resistencia a los aminoglicósidos está asociada con la resistencia a 

/3-lactámicos, transmitiéndose juntas por conjugación. 

10- Un plásmido conjugativo de 75,88Md se relaciona con la resistencia 

mediada por el enzima ANT(2"). 

'j'l,- Los genes que codifican los enzimas modificadores en las estirpes 

estudiadas se localizan en una población heterogénea de plásmidos con pesos 

moleculares que van desde 1,3 a 102Md. 
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"12.- La cepa n°21 presenta dos enzimas acetilasas, una AAC(6')-I y una 

AAC(3). Es posible que pueda presentar dos formas de AAC(3). 

"13.- La cepa n 21 además de las acetilasas, presenta actividad fosforilasa 

APH(3") y APH(3'). La reunión de estos enzimas determinan, en la estirpe que 

los contiene, resistencia a todos los aminoglicósidos de uso clínico y a la 

mayoría de los empleados en este trabajo. Sólo es sensible a la Ap y 

medianamente sensible a la Is. 

"14.- La mayoría de los microorganismos de este estudio son sensibles a la 

Is. Sólo los que presentan AAC(6')-I expresan una sensibilidad moderada a 

este antibiótico. 

182 



ANEXOS 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas. 

ESTIRPE 

Serrat ia marcescens 

Serrat ia marcescens 

Providencia s tuart i i 

Citrobacter freundi i 

Enterobacter aerogenes 

Serrat ia marcescens 

Proteus mirabil is 

Serrat ia marcescens 

Klebsiel la oxytoca 

Proteus mirabil is 

Enterobacter c loacae 

Klebsiel la ozaenae 

N° 

I 

3 

5 

6 

6T 

8 

9 

10 

11 

12 

12T 

15 

16 

16T 

17 

S: Sensible R: Resis tente 

Tm 

I 

S 

R 

S 

R 

S 

1 

R 

I 

1 

R 

S 

I 

R 

S 

I: 

Sm 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

Gm 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

Nt 

S 

S 

I 

S 

I 

S 

I 

R 

I 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

I 

I 

I 

I 

R 

I 

S 

R 

R 

R 

R 

I 

R 

R 

s 

Km 

R 

R 

R 

R 

R 

s 
R 

R 

R 

s 
S 

S 

S 

S 

s 

. moderada 

DKB 

I 

s 
I 

S 

I 

S 

I 

R 

S 

S 

I 

S 

s 
s 
s 

NA TIC 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

s 
R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

CTX 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 

MA 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Citrobacter freundi i 

Klebsiel la oxytoca 

Klebsiel la oxytoca 

Escherichia coli 

Klebsiel la oxytoca 

Citrobacter freundi i 

N° 

21 

21H1 

21H2 

21S 

22 

22T 

23 

23T 

24 

24T 

25 

25T 

26 

26T 

S: Sensible R: Resistente 

Tm 

R 

R 

S 

R 

I 

S 

I 

I 

1 

R 

S 

R 

I 

R 

1: 

Sm 

I 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

Gm 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Nt 

R 

R 

S 

R 

S 

S 

s 
1 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

R 

I 

S 

R 

S 

S 

s 
S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

R 

S 

I 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Km 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

I 

S 

S 

moderada 

DKB 

R 

I 

S 

R 

S 

S 

S 

s 
s 
R 

s 
R 

s 
R 

NA 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

TIC 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
I 

R 

I 

R 

AM 

R 

s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

s 
R 

I 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 



Tabla-A.- Resultados de los antiblogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Serrat ia l iquefac iens 

Escherichia coli 

Enterobacter cloacae 

Citrobacter freundi i 

Serrat ia l iquefac iens 

Serrat ia l iquefac iens 

Klebsie l la pneumoniae 

Escherichia coli 

N° 

27 

27T 

28 

28T 

29 

30 

30T1 

30T2 

33 

36 

36T 

37 

37H 

39 

39T 

S: Sensible R: Resistente 

Tm 

R 

I 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

I 

R 

I 

S 

S 

1: 

Sm 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

Gm 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

Nt 

I 

S 

S 

I 

S 

I 

I 

R 

I 

S 

I 

R 

R 

S 

S 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
R 

I 

s 
s 

Ss 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

Km 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

moderada 

DKB 

I 

S 

S 

I 

S 

I 

I 

R 

I 

S 

I 

R 

I 

S 

s 

NA 

S 

R 

S 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

S 

s 
R 

TIC 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

I 

1 

R 

I 

I 

S 

S 

S 

S 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

TE 

S 

S 

R 

I 

R 

I 

I 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación) 

ESTIRPE 

Klebsie l la pneumoniae 

Escherichia coli 

Klebsie l la pneumoniae 

Enterobacter zakazakii 

Providencia s tuart i i 

Enterobacter cloacae 

Serrat ia marcescens 

Klebsie l la oxytoca 

N° 

40 

40T 

41 

41T 

43 

43H 

44 

44T1 

44T2 

44H 

45 

47 

47T 

49 

50 

S: Sensible R: Resistente 

Tm 

S 

S 

S 

S 

R 

I 

R 

R 

S 

I 

R 

1 

I 

R 

S 

1: 

Sm 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

Gm 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

Nt 

S 

S 

S 

s 
R 

1 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

1 

s 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

I 

S 

S 

s 
s 
s 

Ss 

S 

S 

s 
S 

R 

R 

I 

I 

s 
S 

R 

R 

R 

R 

S 

Km 

R 

R 

S 

S 

I 

s 
R 

R 

s 
R 

R 

S 

S 

R 

S 

moderada 

DKB 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

I 

1 

S 

s 
I 

s 

NA 

S 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

TIC 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

MA 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
R 

s 
s 
R 

s 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

s 
R 

R 

s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

s 
S 

S 

s 
R 

s 
s 
R 

s 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Serrat ia marcescens 

Escherichia coli 

Klebsie l la pneumoniae 

Citrobacter freundi i 

Klebsiel la oxytoca 

Escherichia coli 

Enterobacter cloacae 

N° 

51 

52 

52T 

54 

55 

55T 

57 

58 

58T 

59 

59T 

60 

60T 

61 

S: Sensible R: Resistente 

Tm 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

s 
I 

1 

s 
s 
s 

I: 

Sm 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Gm 

S 

S 

S 

R 

S 

s 
S 

s 
s 
R 

R 

s 
s 
s 

Nt 

s 
s 
s 
1 

s 
s 
s 
s 
s 
I 

s 
s 
s 
s 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

s 
s 
s 
s 
S 

S 

s 
S 

S 

S 

S 

S 

S 

Ss 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

s 
s 

Km 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 

moderada 

DKB 

S 

s 
s 
I 

s 
s 
s 
s 
s 
I 

s 
s 
s 
s 

NA 

s 
s 
R 

R 

s 
R 

S 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

TIC 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

s 

CTX 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

TE 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ANTIBIÓTICOS 

ESTIRPE N^ Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE 

Escherichia coli 

Morganella morganii 

Proteus mírabilis 

Escherichia coli 

Enterobacter cloacae 

Escherichia coli 

63 

63T 

64 

64T 

66 

66T 

67 

67T 

69 

69T1 

69T2 

71 

71T 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

s 
s 
R 

R 

R 

R 

s 
s 
R 

R 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
I 

R 

s 
s 
s 

s 
s 
R 

R 

R 

R 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

s 
s 

s 
s 
R 

R 

R 

R 

S 

s 
R 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

s 
R 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

I 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

S: Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Klebsiel la oxytoca 

Klebsiel la oxytoca 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

S: Sensible R: 

N° 

72 

72T 

73 

73T 

74 

74T 

75 

75T 

76 

76T 

77 

77T 

78 

78T 

Resistente 

Tm 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

I 

R 

I: 

Sm 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

Gm 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

Nt 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

I 

R 

R 

R 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

s 
S 

S 

S 

S 

S 

S 

I 

S 

s 
R 

R 

I 

R 

Km 

R 

R 

s 
s 
R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

moderada 

DKB 

S 

S 

S 

S 

I 

S 

R 

R 

S 

s 
R 

R 

S 

R 

NA 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

TIC 

R 

R 

R 

R 

I 

I 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
R 

s 

MA 

s 
S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
S 

R 

R 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

TE 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

s 
R 

I 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ANTIBIÓTICOS 

ESTIRPE N" Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE 

Escherichia coli 

Escherichía coli 

Citrobacter freundii 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

79 

79T1 

79T2 

80 

80T 

82 

82T 

84 

84T 

85 

85T 

87 

87T 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 

s 

s 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

s 

s 

s 

s 

s 

s 
s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

R 

R 

R 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

R 

R 

R 

R 

R 

s 

s 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 
R 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

s 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

S 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

s 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 

s 

s 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

s 

s 

R 

R 

R 

S 

s 

s 

S: Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

E s c h e r i c h i a c o l i 

E s c h e r i c h i a c o l i 

Esche r i ch i a c o l i 

E n t e r o b a c t e r c loacae 

E n t e r o b a c t e r c loacae 

E s c h e r i c h i a c o l i 

N° 

89 

89T1 

89T2 

90 

90T 

92 

101 

lOlT 

102 

102T 

10 

103T1 

103T2 

Tm 

I 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

Snn 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

Gm 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

Nt 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
R 

S 

S 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

I 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
R 

s 
s 

Km 

R 

R 

R 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
R 

R 

R 

DKB 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
R 

S 

S 

NA 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

TIC 

R 

S 

s 
R 

R 

S 

S 

S 

S 

s 
R 

s 
s 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

AM 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

s 
R 

S 

R 

S 

S 

TE 

S 

S 

S 

s 
s 
R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S: Sensible R: Resistente 1: Sensibilidad moderada 



Tabla-A.- Resultados de les antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Serrat ia marcescens 

Klebsie l la pneumoniae 

Escherichia coli 

Serrat ia marcescens 

Escherichia coli 

Enterobacter cloacae 

N° 

105 

105T1 

105T2 

106 

106T 

107 

112 

112T 

113 

113T 

114 

118 

119 

119T 

S: Sensible R: Resis tente 

Tm 

I 

S 

s 
s 
s 
R 

s • 
s 
s 
s 
I 

s 
s 
s 

I: 

Sm 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Gm 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

s 
s 
R 

s 
S 

S 

Nt 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

R 

S 

S 

s 
S 

R 

S 

S 

S 

S 

I 

S 

S 

S 

Km 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

; moderada 

DKB 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

NA 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

R 

TIC 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

MA 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

AM 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

TE 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Klebsiel la pneumoniae 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Klebsiel la pneumoniae 

N° 

120 

120T 

121 

123 

124 

127 

127T 

128 

128T 

129 

129T1 

129T2 

Tm 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

Sm 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

Gm 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Nt 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

Ss 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Km 

S 

S 

S 

S 

s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

DKB 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 

NA 

S 

R 

R 

S 

S 

s 
R 

S 

R 

S 

R 

R 

TIC CTX 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

S 

R 

S 

s 
s 
s 
R 

R 

R 

S: Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Enterobacter cloacae 

Escherichia coli 

Providencia s tuart i 

Morganella morganii 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Serrat ia l iquefac iens 

N" 

130 

130T1 

I30T2 

130T3 

131 

131T 

132 

132T 

133 

135 

135T 

144 

144T1 

144T2 

146 

S: Sensible R: Resistente 

Tm 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

S 

s 
s 
R 

s 
R 

I 

I: 

Sm 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Gm 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

S 

s 
s 
R 

S 

R 

R 

Nt 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

1 

1 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

I 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

s 
s 
s 
R 

s 
R 

R 

Km 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

moderada 

DKB 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

S 

NA 

S 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

TIC 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

I 

s 
R 

R 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
R 

s 
s 
R 

AM 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

R 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Enterobacter zakazakii 

Enterobacter zakazakii 

Enterobacter zakazakii 

Klebsiel la pneurnoniae 

N° 

147 

147T1 

147T2 

148 

149 

149T1 

149T2 

150 

150T 

151 

151T 

152 

152T 

153 

153T 

S: Sensible R: Resis tente 

Tm 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

I 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

I: 

Sm 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

I 

S 

Gm 

R 

R 

I 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Nt 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

I 

R 

S 

R 

S 

S 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

Ss 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

Km 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

s 
S 

S 

R 

I 

R 

moderada 

DKB 

R 

R 

I 

S 

R 

R 

S 

I 

R 

I 

R 

S 

R 

I 

R 

NA 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

TICCTX 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
R 

s 
R 

s 
R 

S 

S 

S 

MA 

I 

I 

I 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

I 

S 

s 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

S 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Serrat ia l iquefac iens 

Escherichia coli 

Enterobacter cloacae 

Klebsiel la pneumoniae 

Klebsie l la pneumoniae 

Klebsiel la pneumoniae 

N° 

154 

154T 

155 

155T 

156 

157 

157T1 

157T2 

160 

160T 

161 

163 

163T 

164 

164T 

S: Sensible R: Resistente 

Tm 

I 

I 

S 

S 

I 

I 

s 
R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

I: 

Sm 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

I 

R 

S 

S 

Gm 

I 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Nt 

S 

S 

S 

s 
I 

s 
s 
I 

I 

R 

S 

S 

R 

I 

R 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

I 

R 

R 

R 

R 

Km 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

moderada 

DKB 

S 

I 

S 

s 
I 

s 
s 
R 

R 

R 

S 

S 

R 

I 

R 

NA 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

S 

R 

S 

R 

TIC 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA , 

S 

S 

s 
s 
R 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

I 

R 

R 

R 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

S 

s 
s 
s 
R 

s 
s 
s 
R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Enterobacter zakazakii 

Klebsie l la pneumoniae 

Serrat ia marcescens 

Morganella morganii 

Enterobacter cloacae 

Klebsie l la oxytoca 

Citrobacter freundi i 

N° 

165 

165T 

166 

167 

167T 

169 

169T1 

169T2 

171 

171T1 

171T2 

173 

173T 

174 

174T 

S: Sensible R: Resis tente 

Tm 

R 

R 

I 

R 

R 

R 

S 

R 

I 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

I: 

Sm 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Gm 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

I 

R 

Nt 

I 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

s 
S 

I 

s 
s 
s 
s 
s 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

R 

R 

I 

R 

R 

I 

S 

R 

R 

R 

R 

I 

R 

S 

S 

Km 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

moderada 

DKB 

I 

R 

S 

R 

I 

I 

S 

R 

S 

I 

S 

R 

R 

1 

I 

NA 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

TIC 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 

MA 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

S 

s 
s 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE N° 

Serrat ia l iquefac iens 175 

Escherichia coli 

Escherichia coli 

Klebsiel la oxytoca 

Escherichia coli 

Klebsie l la oxytoca 

Escheric ia coli 

Klebsie l la oxytoca 

S: Sensible R: 

176 

177 

178 

178T1 

178T2 

179 

179T1 

179T2 

180 

181 

181T 

182 

182T 

Resis tente 

Tm 

R 

R 

R 

I 

R 

S 

R 

S 

R 

I 

R 

R 

I 

R 

I: 

Sm 

R 

S 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Gm 

R 

I 

I 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Nt 

I 

S 

S 

s 
R 

s 
R 

S 

R 

S 

I 

R 

I 

R 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 

Ss 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

I 

R 

R 

R 

R 

Km 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

moderada 

DKB 

R 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

I 

R 

I 

I 

NA 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

S 

R 

TIC 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

s 
R 

s 
S 

R 

R 

TE 

R 

S 

s 
R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Klebsiel la oxytoca 

Klebsiel la pneumoniae 

Escherichia coli 

Enterobacter c loacae 

Klebsiel la pneumoniae 

Klebsiel la pneumoniae 

Klebsiel la pneumoniae 

N° 

183 

183T 

184 

184T 

187 

189 

189T1 

189T2 

190 

190T 

191 

191T 

192 

192T 

S: Sensible R: Resis tente 

Tm 

S 

s 
s 
s 
R 

I 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

I: 

Sm 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Gm 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

S 

s 
s 
s 
s 
s 

Nt 

s 
s 
s 
s 
I 

s 
R 

R 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

S 

S 

S 

S 

R 

I 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

Km 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

moderada 

DKB 

S 

S 

S 

S 

R 

I 

R 

R 

S 

s 
s 
s 
s 
s 

NA 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

TIC 

R 

S 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

MA 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

AM 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Klebsie l la oxytoca 

Klebsie l la oxytoca 

Citrobacter diversus 

Serrat ia marcescens 

Enterobacter cloacae 

Morganella morganii 

Escherichia coli 

Proteus mirabí l is 

Providencia s tuart i i 

N° 

193 

193T 

193R 

193RT 

194 

194T 

197 

198 

198S 

200 

200T 

201 

201T 

202 

203 

S: Sensible R: Resis tente 

Tm 

R 

R 

S 

S 

I 

R 

R 

I 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

I: 

Sm 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

Gm 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Nt 

I 

R 

S 

S 

1 

R 

1 

S 

R 

R 

R 

I 

R 

R 

R 

Sensibilidad 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

Ss 

R 

R 

S 

s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

Km 

R 

R 

s 
S 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

I 

R 

moderada 

DKB 

I 

R 

S 

S 

I 

R 

I 

S 

R 

R 

R 

I 

R 

1 

R 

NA 

S 

R 

S 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

S 

R 

S 

S 

TIC 

R 

R 

R 

S 

s 
s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

CTX 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

MA 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

1 

S 

AM 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

TE 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

R 

R 

R 



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuación). 

ESTIRPE 

Providencia re t tger i 

Salmonella spp. 

Klebsiel la pneumoniae 

Serrat ia marcescens 

Citrobacter freundi i 

E.coli K-12 NA 

E.coli Sm 

E.coli HBIOI 

N° 

204 

204T1 

204T2 

205 

206 

206T 

207 

208 

208T 

T 

S 

H 

Tm 

R 

S 

R 

I 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

Sm 

R 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

Gm 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

s 

Nt 

I 

s 
R 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

s 

ANTIBIÓTICOS 

AN 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

Ss 

R 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

Km 

S 

s 
s 
R 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

DKB 

I 

S 

I 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

S 

NA 

S 

R 

R 

S 

S 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

S 

TIC 

S 

S 

R 

S 

S 

s 
R 

s 
S 

s 
s 
s 

CTX 

S 

S 

s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
s 

MA 

s 
s 
S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

s 

AM 

R 

S 

R 

R 

R 

S 

R 

R 

S 

s 
s 
s 

TE 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S: • Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada 



Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias 

_ o 
Cepa n 

1 

3 

5 

6 
6T 

8 

9 

10 

11 

12 
12T 

15 

16» 
16 
16T 

Tm 

32 

32 

16 

16 
32 

4 

32 

0.5 

32 

32 
16 

2 

16 
16 
32 

Sm 

64 

128 

>128 

>128 
>128 

32 

>128 

16 

>128 

2 
4 

128 

128 
128 

4 

Gm 

>128 

>128 

128 

64 
>128 

64 

>128 

0.25 

>128 

>128 
>128 

128 

>128 
>128 
>128 

Nt 

32 

32 

32 

16 
64 

4 

32 

0.5 

32 

64 
32 

4 

16 
16 
64 

AN 

4 

1 

1 

2 
1 

1 

4 

1 

4 

1 
2 

2 

64 
1 
1 

Ss 

128 

128 

128 

128 
>128 

64 

128 

0.5 

128 

>128 
>128 

128 

128 
128 

>128 

CMI (mg/I) 

Km 

>128 

>128 

>128 

>128 
>128 

4 

>128 

2 

>128 

8 
16 

2 

128 
8 

16 

DKB 

32 

32 

32 

16 
64 

8 

32 

1 

32 

32 
64 

4 

32 
32 
32 

Rm 

>128 

>128 

>128 

>128 
>128 

1 

>128 

1 

>128 

1 
8 

2 

128 
1 
4 

Pm 

>128 

>128 

>128 

>128 
>128 

2 

>128 

2 

>128 

2 
4 

2 

2 
4 

Ap 

8 

8 

8 

2 
8 

2 

2 

4 

2 

2 
4 

2 

2 
4 

Nm 

>128 

>128 

>128 

128 
>128 

2 

128 

2 

128 

1 
1 

1 

4 
0.5 

Sp 

>128 

>128 

>128 

>128 
>128 

32 

>128 

>128 

>128 

32 
16 

>128 

>128 
16 

Is 

2 

2 

2 

0.5 
0.5 

0.5 

2 

0.5 

1 

0.5 
0.5 

2 

1 
0.5 

CMIs presentadas por la estirpe n 16 Iniclalmente, luego perdería parte de estas resistencias. 



Tabla-B. CMIs de las es t i rpes de Enterobacterias (Continuación). 

CMI (mg/1) 

Cepa n Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is 

17 0.5 64 0.5 0.5 4 >128 

21 
21S 
21H1 
21H2 

22 
22T 

23 
23T 

24 
24T 

25 
25T 

26 
26T 

27 
27T 

>128 
>128 

8 
4 

16 
16 

16 
16 

>128 
>128 

16 
32 

16 
64 

8 
32 

32 
>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

4 
4 

>128 
>128 

>128 
>I28 

64 
4 

>128 
>128 

1 
64 

>128 
>128 

>128 
>128 

>I28 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

64 
>128 

>128 
>128 

64 
8 

16 
16 

16 
32 

>128 
128 

16 
64 

16 
32 

16 
32 

64 
128 

32 
1 

2 
0.5 

1 
0.5 

1 
0.5 

1 
2 

2 
0.5 

1 
0.5 

>128 
>128 

16 
64 

>128 
>I28 

128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

128 
>128 

>128 
>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

4 
16 

8 
16 

8 
16 

>128 
>128 

32 
8 

32 
32 

16 
32 

>128 
>128 

16 
64 

16 
64 

16 
32 

>128 
>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

1 
8 

64 
4 

1 
4 

>128 
>128 

2 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

>128 
>128 

4 
4 

4 
2 

2 
2 

2 
8 
2 
2 

2 
4 

2 
4 

8 
8 

8 
8 

2 
4 

2 
4 

>128 
>128 

4 
>128 

128 
>128 

128 
>128 

>128 
>128 

1 
1 

2 
0.5 

1 
0.5 

>128 
8 

16 
16 

>128 
>128 

>128 
>128 

32 
16 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
16 

8 
32 

4 
0.25 

1 
0.5 

0.5 
0.5 

2 
0.5 

1 
1 

1 
0.25 

0.5 
0.5 



Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias (Continuación). 

Cepa n 

28 
28T 

Tm 

16 
64 

Sm 

4 
4 

Gm 

>128 
>128 

Nt 

16 
64 

AN 

1 
0.5 

CMI 

Ss 

>128 
>128 

(mg/1) 

Km 

>128 
>128 

DKB 

128 
64 

Rm 

>128 
>128 

Pm 

>128 
>128 

Ap 

4 
4 

Nm 

>128 
>128 

Sp 

32 
16 

Is 

2 
0.25 

29 64 1 0.5 1 0.5 .28 

30 
30T1 
30T2 

33 

36 
36T 

37 
37H 

39 
39T 

40 
40T 

41 
41T 

32 
32 
64 

16 

16 
64 

32 
8 

2 
0.5 

2 
2 

0.5 
0.5 

>128 
4 

>128 

64 

>128 
>128 

2 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 

128 
>128 

1 
1 

1 
0.5 

1 
0.5 

0.5 
0.25 

32 
64 
64 

32 

16 
64 

64 
64 

1 
0.5 

0.5 
0.5 

0.25 
0.25 

2 
0.5 

1 

2 

2 
0.5 

64 
32 

4 
2 

1 
1 

1 
1 

>128 
>128 
>128 

>128 

128 
>128 

32 
8 

2 
0.25 

1 
0.5 

1 
0.5 

>128 
>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

2 
2 

32 
64 
64 

32 

32 
64 

64 
16 

2 
0.5 

1 
2 

2 
1 

>128 
>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

1 
4 

>128 
>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

4 
2 

>128 
>128 

>128 
>128 

4 
4 

8 
8 
4 

8 

2 
4 

2 
2 

8 
4 

4 
4 

8 
4 

>128 
>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

4 
2 

128 
128 

64 
>128 

1 
1 

128 
16 
16 

128 

128 
128 

32 
8 

128 
16 

32 
16 

128 
16 

1 
0.25 

0.5 

2 

0.5 
0.5 

8 
4 

2 
0.5 

0.5 
0.5 

1 
0.5 



T a b l a - B . -

Cepa n 

43 
43H 

44 
44T1 
44T2 
44H 

45 

47 
47T 

49 

50 

51 

52 
52T 

54 

55 
55T 

CMIs 

Tm 

64 
8 

32 
128 
0.5 

16 

16 

8 
16 

32 

0.5 

0.5 

0.5 
0.5 

, 16 

0.5 
0.5 

de 

Sm 

8 
>128 

64 
>128 

64 
>128 

>128 

32 
4 

>128 

64 

>128 

>128 
>128 

128 

>128 
>128 

las 

Gm 

>128 
>128 

1 
2 

0.5 
1 

>128 

64 
128 

>128 

0.5 

0.5 

0.25 
0.25 

128 

0.25 
0.5 

est i rpes 

Nt 

128 
16 

>128 
128 
0.5 

64 

32 

8 
32 

32 

0.5 

0.25 

0.5 
0.25 

16 

0.5 
0.5 

de 

AN 

2 
0.5 

64 
64 

0.5 
32 

2 

1 
0.5 

2 

1 

1 

1 
1 

2 

1 
1 

Enterobacter 

CMl 

Ss 

>128 
128 

32 
64 

0.25 
8 

>128 

64 
>128 

128 

0.5 

0.5 

0.5 
0.25 

128 

0.5 
0.25 

(mg/I) 

Km 

32 
16 

>128 
>128 

2 
>128 

>128 

4 
8 

>128 

2 

2 

2 
2 

>128 

2 
2 

• ias 

DKB 

128 
16 

128 
128 

2 
16 

32 

16 
32 

32 

0.5 

1 

1 
1 

32 

1 
1 

Rm 

1 
1 

>1¿8 
>128 

4 
>128 

>128 

1 
4 

>128 

2 

2 

2 
4 

>128 

2 
4 

(Contini 

Pm 

2 
2 

4 
4 
4 
2 

>128 

2 
2 

>128 

2 

4 

2 
4 

>128 

2 
4 

jación). 

Ap 

4 
2 

4 
4 
8 
2 

8 

2 
8 

4 

2 

4 

2 
4 

4 

2 
4 

Nm 

1 
0.5 

4 
8 

0.5 
1 

128 

1 
0.5 

128 

8 

16 

8 
1 

128 

8 
0.5 

Sp 

64 
16 

>128 
>128 
>128 

16 

>128 

>128 
16 

>128 

16 

>128 

32 
16 

>128 

16 
16 

Is 

0.5 
0.25 

8 
16 

0.5 
4 

2 

0.5 
0.25 

1 

0.5 

0.5 

0.5 
0.5 

2 

0.5 
1 



T a b l a - B . - CMls de las es t i rpes de Enterobacterias (Continuación). 

Cepa n 

57 

58 
58T 

59 
59T 

60 
60T 

Tm 

0.25 

0.5 
0.5 

8 
8 

0.5 
0.5 

Sm 

64 

128 
>128 

>128 
>128 

64 
128 

Gm 

0.25 

0.25 
1 

64 
64 

0.25 
0.5 

Nt 

0.5 

i 
0.5 

16 
8 

0.5 
0.25 

AN 

1 

1 
1 

1 
1 

1 
0.5 

CMI 

Ss 

0.5 

0.5 
0.25 

64 
64 

0.5 
0.5 

(mg/1] 

Km 

2 

2 
2 

4 
8 

2 
2 

1 

DKB 

0.5 

1 
1 

16 
16 

1 
1 

Rm 

1 

2 
4 

2 
2 

1 
4 

Pm 

2 

128 
4 

4 
1 

2 
4 

Ap 

2 

4 
4 

2 
2 

2 
4 

Nm 

2 

2 
0.5 

1 
0.5 

8 
0.5 

Sp 

16 

32 
16 

>128 
>128 

16 
16 

Is 

0.5 

0.25 
0.5 

0.5 
0.5 

2 
1 

61 0.5 >128 0.5 0.5 2 1 4 1 4 4 4 8 64 1 

63 1 64 0.25 0.5 1 0.5 >128 1 >128 >128 2 64 >128 0.5 
63T 0.5 64 0.25 0.25 0.5 0.25 >128 2 >128 >128 2 32 >128 0.5 

64 16 >128 >128 32 2 >128 >128 32 >128 >128 2 128 >128 2 
64T 128 >128 >128 128 0.5 >128 >128 128 >128 >128 8 >128 16 0.5 

66 8 >128 >128 64 2 >128 >128 32 >128 >128 2 32 >128 0.25 
66T 64 >128 >128 128 0.5 >128 >128 64 >128 >128 4 >128 16 0.5 

67. 4 >128 1 0.5 2 1 >128 2 >128 >128 4 >128 32 2 
67T 2 >128 1 0.25 0.5 0.5 >128 0.5 >128 >128 4 >128 16 0.5 



Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias (Continuación). 

Cepa n 

69 
69T1 
69T2 

71 
71T 

72 
72T 

73 
73T 

74 
74T 

75 
75T 

76 
76T 

77 
77T 

Tm 

16 
64 

0.5 

1 
0.5 

4 
2 

1 
0.5 

32 
16 

32 
128 

0.5 
0.5 

, 32 
64 

Sm 

128 
128 

>128 

128 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

Gm 

0.5 
2 

0.5 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

32 
64 

32 
128 

0.5 
0.5 

>128 
>128 

Nt 

>128 
128 
0.5 

0.5 
0.25 

2 
0.25 

0.25 
0.25 

1 
0.5 

0.5 
1 

0.5 
0.25 

32 
128 

AN 

64 
64 

0.5 

2 
0.5 

2 
0.5 

2 
0.5 

2 
0.5 

2 
1 

2 
1 

2 
0.5 

CMI 

Ss 

64 
64 

0.25 

0.5 
0.25 

1 
0.5 

1 
0.25 

32 
16 

32 
32 

1 
0.5 

>128 
>128 

(mg/1) 

Km 

>128 
>128 

4 

2 
2 

>128 
>128 

4 
2 

>128 
>128 

>128 
>128 

4 
1 

>]28 
>128 

DKB 

64 
64 

0.5 

1 
0.5 

2 
0.5 

1 
0.5 

64 
16 

32 
128 

1 
1 

32 
128 

Rm 

>128 
>128 

4 

2 
4 

>128 
>128 

1 
4 

>128 
>i28 

>128 
>128 

4 
8 

>128 
>i28 

Pm 

2 
4 
2 

2 
2 

>128 
>128 

2 
4 

>128 
>128 

>128 
>128 

4 
4 

>128 
>128 

Ap 

2 
4 
4 

2 
8 

4 
8 

2 
4 

2 
8 

2 
4 

4 
4 

4 
4 

Nm 

4 
8 
1 

2 
0.5 

>128 
>128 

2 
0.5 

128 
>128 

128 
>128 

8 
2 

128 
>128 

Sp 

>128 
>128 
>128 

16 
16 

32 
16 

16 
16 

>128 
16 

>128 
16 

32 
16 

64 

Is 

8 
16 

0.25 

0.5 
0.5 

2 
0.5 

0.5 
0.5 

0.5 
0.25 

0.5 
1 

2 
0.5 

1 
0.25 



Tabla-B. -

Cepa n 

78 

78T 

79 
79T1 
79T2 

80 
80T 

82 
82T 

84 
84T 

85 
85T 

87 
87T 

89 
89T1 
89T2 

CMIs 

Tm 

32 

128 

32 
128 

64 

0.5 
0.5 

1 
0.5 

0.5 
0.5 

1 
0 .5 

1 
0.5 

8 
2 
2 

de 

Sm 

>128 

4 

>128 
2 

>128 

>128 
>128 

128 
64 

>128 
>128 

8 
2 

128 
64 

>128 
128 

4 

las 

Gm 

>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

0.5 
0.5 

0.5 
0.25 

0.25 
0.5 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

64 
0.5 

1 

est irpes 

Nt 

128 

128 

64 
128 

64 

0.5 
0.25 

0.5 
0.25 

0.5 
0.25 

0.5 
0.25 

0.5 
0.25 

8 
0.25 

0.5 

de 

AN 

2 

1 

2 
0.5 

0.25 

2 
0.5 

2 
1 

2 
0.5 

2 
0.5 

2 
0.5 

2 
0.5 

1 

Enterobacterias 

CMI 

Ss 

>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

1 
0.25 

0.5 
0.25 

0.5 
0.25 

1 
0.25 

1 
0.25 

64 
0.25 

0.5 

(mg/ i : 

Km 

>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

4 
2 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

) 

DKB 

128 

128 

128 
>128 

128 

1 
0.5 

1 
0.5 

1 
1 

1 
1 

2 
1 

8 
2 
4 

Rm 

>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

4 
2 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

(Continuación). 

Pm 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

128 
>128 

2 
2 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

Ap 

2 
4 

2 
4 
4 

4 
4 

2 
4 

2 
4 

4 
4 

4 
4 

4 
4 
4 

Nm 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

64 
64 

2 
0.5 

64 
1281 

128 
>128 

128 
>128 

>128 
>128 
>128 

Sp 

64 
16 

64 
16 
16 

32 
16 

64 
16 

16 
16 

32 
16 

>128 
>128 

>128 
>128 

16 

Is 

1 
0.5 

0.5 
0.5 
0.5 

1 
0.5 

0.5 
1 

0.5 
0.25 

1 
0.5 

1 
0.5 

1 
0.5 

2 



T a b l a - B . -

Cepa n 

90 
90T 

CMIs 

Tm 

0.5 
0.5 

de 

Sm 

>128 
>128 

las 

Gm 

0.5 
0.25 

es t i rpes 

Nt 

0.5 
0.25 

de 

AN 

2 
0 .5 

Enterobacterias 

CMI 

Ss 

1 
0.5 

(mg/1) 

Km DKB 

2 1 
1 1 

Rm 

4 
4 

(Continuación). 

Pm 

4 
4 

Ap 

4 
4 

Nm 

8 
0 .5 

Sp 

32 
16 

Is 

1 
0.5 

92 0.5 >128 0.5 0.5 2 1 4 1 4 4 4 2 >128 

101 
lOlT 

102 
102T 

103 
103T1 
103T2 

105 
105T1 
105T2 

106 
106T 

107 

112 
112T 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

16 
1 
1 

16 
2 
1 

8 
2 

16 

4 
0.5 

128 
64 

128 
64 

>128 
64 

2 

>128 
128 

8 

128 
>128 

128 

>128 
>128 

0.5 
0.5 

0.25 
1 

128 
0.5 

1 

128 
0.5 

1 

64 
0.5 

128 

0.5 
0.5 

0 .5 
0.5 

0.5 
0.5 

16 
0.25 

0.5 

32 
0.25 

1 

8 
0.25 

32 

0 .5 
0.5 

2 
1 

2 
1 

4 
0.5 
0.5 

4 
0.5 

1 

2 
0.5 

2 

2 
1 

1 
0.25 

1 
0.25 

128 
0.25 

0.5 

128 
0.5 

1 

64 
0.5 

128 

1 
0.25 

2 
1 

4 
1 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

1 
1 

1 
1 

16 
4 
1 

16 
2 
1 

8 
4 

32 

2 
1 

4 
4 

4 
4 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

2 
4 

2 
8 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

2 
8 

2 
4 

4 
4 
8 

4 
2 
8 

4 
4 

4 

2 
4 

2 
1 

4 
1 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>108 

>128 
>128 

>I28 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

16 

>128 
>128 

8 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

2 
0.5 

1 

2 
0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

2 

1 
1 



Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias (Continuación). 

Cepa n 

113 
113T 

114 

118 

119 
119T 

120 
120T 

121 

123 

124 

127 
127T 

128 
128T 

Tm 

1 
1 

8 

1 

0.5 
1 

0.5 
0.5 

1 

0.5 

1 

1 
0.5 

1 
0.5 

Sm 

128 
128 

128 

>128 

64 
128 

>128 
>128 

>128 

128 

>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

Gm 

0.5 
1 

128 

0.5 

0.25 
0.5 

0.25 
1 

0.5 

0.25 

0.5 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

Nt 

0.5 
0.25 

16 

0.5 

0.5 
0.25 

0.5 
0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

1 
X 

0.25 

1 
0.25 

AN 

2 
2 

4 

2 

2 
1 

4 
2 

2 

1 

2 

2 
0.5 

2 
0.5 

CM] 

Ss 

1 
0.5 

128 

1 

1 
0.5 

1 
0.5 

1 

1 

1 

1 
0.25 

1 
0.25 

[ (mg/1) 

Km 1 

4 
4 

>128 

4 

2 
2 

2 
4 

4 

2 

4 

>128 
>128 

>128 
>128 

DKB 

1 
1 

32 

1 

1 
1 

2 
I 

2 

1 

1 

1 
1 

1 
1 

Rm 

8 
8 

>-38 

8 

4 
4 

4 
4 

8 

4 

4 

>128 
>128 

>128 
>128 

Pm 

4 
4 

>128 

4 

2 
2 

4 
4 

4 

2 

4 

>128 
>128 

>128 
>128 

Ap 

4 
8 

2 

4 

2 
4 

4 
8 

4 

2 

4 

4 
4 

4 
4 

Nm 

2 
2 

>128 

2 

4 
2 

2 
2 

2 

2 

4 

128 
>128 

64 
128 

Sp 

32 
16 

>128 

32 

>I28 
>128 

16 
16 

32 

>128 

32 

>128 
16 

>128 
16 

Is 

1 
1 

1 

1 

0.5 
1 

1 
2 

2 

1 

1 

1 
0.25 

0.5 
0.5 



Tabla-B.- CMIs de las es t i rpes de Enterobacterías (Continuación). 

129 
129T1 
129T2 

CMI (mg/ l ) 

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp 

2 
2 
2 

64 
128 

2 

0.5 
1 

0.5 

1 
0.5 

0.25 

2 
0.3 
0.5 

1 >128 
0.5 >128 
0.5 >128 

2 
2 
2 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

130 8 >128 64 8 0.5 64 >128 8 >128 >128 
130T1 0.25 >128 0.5 0.25 0.5 0.25 2 0.5 4 2 
130T2 64 >128 >128 128 0.5 >128 >128 64 >128 >128 
130T3 64 2 >128 128 0.5 >128 >128 64 >128 >128 

131 2 >128 0.5 0.25 
13iT 2 >128 0.5 0.25 

132 16 >128 >128 >128 

132T 0.25 128 0.5 0.25 

133 0.5 64 0.25 0.25 

4 >128 >128 >128 

0.5 0.5 2 2 

1 >128 0.5 

>128 

4 

>128 

135 
135T 

144 
144T1 
144T2 

0.5 
0.25 

32 
0.25 
' 64 

128 
128 

128 
64 

>128 

0.5 
0.5 

>128 
0.5 

>128 

0.5 
0.25 

16 
0.25 

32 

2 
0.5 

2 
0.5 

2 

1 
0.25 

>128 
0.25 
>128 

>128 
>128 

>128 
1 

>128 

1 
0.5 

32 
0.5 

64 

>128 
>128 

>128 
4 

>128 

146 64 128 64 32 >128 

128 
2 

>128 

128 
>128 

>128 
2 

>128 

>128 

8 
4 

4 
4 

128 
0.5 

>128 
>128 

Is 

1 >128 >128 1 
4 >128 >128 1 
4 >128 16 1 

2 128 >128 0.25 
4 0.5 16 0.5 
4 >128 16 0.25 
8 >128 16 0.5 

2 0.5 >128 1 >128 >128 2 >128 32 1 
0.5 0.5 >128 2 >128 >128 4 >128 16 0.5 

4 
0.5 

16 >128 0.5 

64 64 0.5 
64 16 0.5 

8 >128 >128 1 
4 0.5 >128 0.25 
8 >128 >128 1 

8 128 >128 2 



Tabla-B. - CMIs de las est i rpes de Enterobacterias (Continuación). 

CMI (mg/1) 

Cepa n^ Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is 

147 
147T1 
147T2 

128 
128 

32 

>128 
>128 

2 

>128 
>128 
>128 

>128 
128 

64 

4 
0.5 
0.5 

>128 
>128 
>128 

>128 >128 >128 >128 
>128 >128 >128 >128 
>128 32 >128 >128 

8 
4 
4 

>128 
>128 
>128 

32 
16 
16 

4 
0.5 

0.25 

148 64 0.5 >128 1 >128 >128 128 >128 

149 
149T1 
149T2 

150 
150T 

151 
151T 

152 
152T 

153 
153T 

154 
154T 

64 
64 

0.25 

16 
64 

16 
64 

16 
64 

16 
128 

16 
16 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

16 
128 

64 
64 

>128 
>128 
0.25 

128 
128 

>128 
>128 

128 
>128 

32 
128 

16 
32 

128 
64 

0.25 

32 
32 

32 
>128 

16 
128 

1 
1 

1 
0.25 

2 
1 

0.5 

2 
1 

2 
0.5 

2 
1 

2 
2 

1 
0.5 

>128 
>128 
0.25 

128 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

16 
128 

16 
>128 

>128 
>128 

1 

8 
32 

8 
32 

8 
32 

64 
>128 

>128 
64 

64 
64 

0.5 

32 
64 

32 
64 

16 
64 

64 
128 

32 
32 

>128 
>128 

4 

1 
4 

1 
4 

1 
4 

1 
8 

>128 
4 

>128 
>128 

2 

4 
0.5 

4 
2 

2 
2 

4 
8 

>128 
2 

4 
4 
4 

4 
2 

4 
4 

4 
4 

4 
16 

4 
4 

>128 
>128 

0.5 

4 
1 

4 
1 

4 
0.5 

4 
1 

64 
0.5 

>128 
>128 

16 

>128 
>128 

>128 
>128 

>I28 
'8 

>128 
128 

>128 
>128 

0.5 
0.5 

0.25 

1 
0.5 

1 
0.5 

1 
0.5 

0.5 
4 

0.5 
0.25 



Tabla-B. - CMIs de las es t i rpes de Enterobacterias (Continuación). 

Cepa n 

155 
155T 

Tm 

0.5 
0.25 

Sm 

128 
128 

Gm 

0.5 
0.25 

Nt 

1 
0.5 

AN 

2 
0.5 

CMI 

Ss 

1 
0.25 

(mg/1) 

Km 

>128 
>128 

DKB 

1 
0.5 

Rm 

>128 
>128 

Pm 

128 
>128 

Ap 

4 
8 

Nm 

64 
64 

Sp 

>128 
16 

Is 

1 
0.5 

156 16 128 128 32 2 128 >128 32 >128 >128 128 >128 

157 
157T1 
157T2 

160 
160T 

16 
1 
2 

>128 
>128 

>128 
128 

4 

8 
4 

64 
0.25 

1 

>128 
>128 

16 
0.25 

0.5 

128 
>128 

4 
0.5 

1 

4 
0.5 

64 
0.5 

1 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
64 

16 
2 
1 

>128 
128 

>128 
>128 
>128 

4 
4 

>128 
>128 
>128 

4 
2 

8 
4 
8 

4 
16 

>128 
>128 
>128 

4 
0.5 

>128 
>128 

8 

32 
16 

2 
0.5 
0.5 

1 
0.5 

161 128 128 16 2 128 >128 32 >128 >128 128 32 0.5 

163 
163T 

164 
164T 

165 
165T 

166 

16 
64 

32 
>128 

16 
128 

8 

32 
128 

2 
4 

>128 
>128 

>128 

128 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

64 

32 
64 

32 
128 

32 
128 

8 

2 
1 

1 
0.5 

2 
2 

1 

128 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

64 

>128 
32 

>128 
>128 

>128 
>128 

8 

16 
32 

32 
128 

16 
128 

8 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

4 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

1 

2 
4 

2 
8 

4 
16 

1 

128 
>128 

128 
>128 

128 
>128 

4 

>128 
>128 

16 
16 

>128 
>128 

>128 

0.5 
2 

0.5 
0.5 

0.5 
4 

0.5 



Tabla-B.-

Cepa n 

167 
167T 

169 
169T1 
169T2 

171 
171T1 
171T2 

173 
173T 

174 
174T 

175 

176 

177 

178 
178T1 
178T2 

CMIs 

Tm 

64 
128 

32 
1 

128 

32 
32 
32 

64 
128 

16 
32 

32 

32 

32 

8 
128 

8 

de las es t i rpes 

Sm 

128 
>128 

>128 
>128 
>128 

64 
64 
64 

64 
64 

>128 
>128 

32 

4 

4 

64 
4 

>128 

Gm 

>128 
>128 

128 
0.5 

>128 

>128 
>128 
>128 

64 
128 

32 
32 

64 

32 

32 

128 
>128 

8 

de Enterobacterias 

Nt 

64 
128 

1 
0.25 

1 

32 
64 
64 

1 
1 

0.5 
0.25 

32 

1 

4 

32 
>128 

2 

AN 

4 
1 

4 
0.5 

1 

2 
0.5 
0.5 

1 
0.5 

2 
0.5 

4 

2 

2 

2 
0.5 
0.5 

CMI 

Ss 

>128 
>128 

128 
0.5 

>128 

>128 
>128 
>128 

64 
64 

16 
16 

128 

16 

32 

128 
>128 

8 

(mg/i) 

Km 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
32 

>128 

128 
>128 

>128 
>128 

>128 

64 

64 

>128 
>128 
>128 

DKB 

>128 
128 

128 
2 

128 

32 
32 
32 

128 
>128 

32 
32 

128 

64 

128 

16 
128 

8 

Rm 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
4 

>128 

32 
4 

>128 
>128 

>128 

32 

32 

32 
>128 
>128 

(Continuación) 

Pm 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
2 

>128 

8 
2 

>128 
>128 

>128 

4 

4 

16 
>128 
>128 

Ap 

8 
4 

8 
4 
4 

4 
4 
4 

2 
4 

4 
8 

2 

4 

4 

2 
8 
8 

Nm 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
0.5 

>128 

2 
0.5 

128 
>128 

128 

2 

8 

4 
>128 
>128 

Sp 

>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

64 
16 

>128 

16 

16 

>128 
16 

>128 

Is 

4 
1 

2 
0.5 
0.5 

2 
0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

0.5 
0.25 

0.5 



Tabla-B.- CMIs de las es t i rpes de Enterobacterias (Continuación). 

Cepa n 

179 
179T1 
179T2 

Tm 

32 
0.5 

64 

Sm 

>128 
>128 
>128 

Gm 

>128 
0.5 

>128 

Nt 

64 
0.25 

128 

AN 

2 
0.5 
0.5 

CMI 

Ss 

>128 
0.5 

>128 

(mg/1) 

Km DKB 

>128 64 
4 0.5 

>128 64 

Rm 

>128 
8 

>128 

Pm 

>128 
2 

>128 

Ap 

4 
4 
4 

Nm 

128 
1 

>128 

Sp 

32 
16 
16 

Is 

1 
0.5 
0.5 

180 128 128 16 0.5 64 16 2 >128 0.5 

181 
181T 

182 
182T 

183 
183T 

184 
184T 

187 

189 
189T1 
189T2 . 

190 
190T 

32 
128 

8 
64 

2 
1 

1 
2 

64 

16 
128 
32 

4 
8 

>128 
>128 

>128 
64 

>128 
>128 

4 
4 

>128 

>128 
4 

>128 

128 
128 

>128 
>128 

>128 
>128 

1 
0.5 

1 
0.5 

>128 

128 
>128 
>128 

1 
2 

64 
>128 

32 
64 

1 
0.25 

0.5 
0.25 

>128 

32 
128 

64 

0.5 
0.5 

1 
1 

0.5 
1 

2 
0.5 

1 
0.5 

2 

0.5 
1 

0.5 

2 
2 

128 
>128 

>128 
>128 

1 
0.25 

0.5 
0.5 

>128 

>128 
>128 
>128 

4 
2 

>128 
>128 

>128 
16 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

32 
128 

16 
64 

1 
1 

2 
2 

128 

16 
128 

32 

8 
16 

>128 
>128 

>128 
8 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 
4 

>128 
>128 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

128 
>128 

2 
8 

1 
8 

2 
4 

4 
4 

4 

2 
8 
4 

2 
4 

64 
>128 

128 
1 

128 
>128 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 
>128 

>128 
>128 

16 
16 

>128 
>128 

>128 
>128 

16 
16 

32 

>128 
16 

>128 

64 
32 

0.5 
1 

1 
0.5 

0.5 
0.5 

0.5 
1 

0.5 

0.5 
0.5 
0.5 

1 
4 



Tabla-B.-

_ o 
Cepa n 

191 
191T 

192 

192T 

193 
193T 

193R 
193RT 

194 
194T 

197 

198 
198S 

200 
200T 

201 
201T 

CMIs 

Tm 

8 
8 

8 

4 

32 
128 

1 
0.5 

16 
128 

64 

8 
64 

64 
>128 

16 
64 

de las es t i rpes 

Sm 

>128 
128 

128 

64 

4 
4 

128 
>128 

>128 
>128 

>128 

64 
>128 

>128 
>128 

8 
8 

Gm 

1 
2 

1 

1 

>128 
>128 

0.25 
1 

128 
>128 

128 

64 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

de Enterobacterias 

Nt 

0.5 
0.5 

0.5 

0.5 

32 
128 

1 
0.25 

16 
128 

32 

16 
64 

>128 
>128 

16 
128 

AN 

2 
2 

2 

1 

2 
1 

2 
1 

1 
0.5 

8 

2 
8 

2 
1 

2 
0.5 

CMl 

Ss 

4 
2 

4 

2 

>128 
>128 

0.5 
0.25 

>128 
>128 

128 

128 
>128 

>128 
>128 

128 
>128 

[ (mg/1) 

Km 

>128 
>128 

>128 

16 

>128 
>128 

8 
1 

>128 
>128 

>128 

8 
>128 

>128 
>128 

>128 
>128 

DKB 

8 
16 

8 

4 

32 
>128 

1 
1 

64 
128 

>128 

16 
64 

128 
>128 

8 
64 

Rm 

>128 
>128 

>128 

8 

>128 
>128 

32 
4 

>128 
>128 

>128 

4 
4 

>128 
>128 

>128 
>128 

(Continuación) 

Pm 

>128 
>128 

>128 
4 

>128 
>128 

16 

16 

>128 
>128 

>128 

2 

32 

>128 
>128 

>128 
>128 

Ap 

2 
4 

2 
4 

4 
4 

2 

8 

2 
8 

2 

2 

8 

4 
8 

4 
8 

Nm 

>128 
>128 

>128 
1 

>128 
>128 

2 

1 

128 
>128 

>128 

2 

4 

>128 
>128 

64 
>128 

Sp 

128 
32 

64 
32 

64 
16 

>128 
>128 

>128 
16 

>128 

>128 

16 

>128 
8 

128 
32 

Is 

0.5 
1 

0.25 
0.25 

2 

0.5 

4 

1 
0.5 

0.5 
0.5 



Tabla-B.- CMIs de las es t i rpes de Enterobacterias (Continuación). 

_ o 
Cepa n 

202 

203 

204 
204T1 
204T2 

Tm 

64 

32 

16 
1 

16 

Sm 

32 

128 

128 
128 

4 

Gm 

128 

>128 

128 
1 

>128 

Nt 

64 

128 

32 
1 

64 

AN 

4 

2 

2 
1 

0.5 

CMI 

Ss 

>128 

>128 

>128 
0.5 
128 

(mg/1) 

Km 

4 

>128 

4 
2 
8 

DKB 

32 

64 

32 
1 

32 

Rm 

8 

>128 

4 
8 
4 

Pm 

4 

>128 

4 
4 
4 

Ap 

4 

8 

4 
8 
8 

Nm 

2 

128 

2 
1 

0.5 

Sp 

>128 

>128 

>128 
16 
16 

Is 

1 

0.5 

0.5 
1 

0.5 

205 16 128 128 16 2 >128 >128 32 >128 >128 >128 64 

206 
206T 

207 

208 
208T 

S 

K-12 

HBIOI 

128 
>128 

16 

64 
128 

1 

0.5 

0.25 

>128 
>128 

128 

>128 
>128 

>128 

4 

>128 

>128 
>128 

128 

>128 
>128 

2 

1 

0.5 

128 
>128 

16 

32 
128 

1 

0.5 

0.25 

2 
1 

2 

1 
0.5 

4 

0.5 

0.5 

>128 
>128 

128 

>128 
>128 • 

0.5 

0.5 

0.25 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

4 

2 

1 

128 
>128 

16 

64 
128 

1 

0.25 

0.25 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

4 

4 

1 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

8 

4 

2 

8 
8 

4 

8 
8 

8 

8 

2 

>128 
>128 

>128 

>128 
>128 

2 

0.5 

0.5 

16 
16 

>128 

64 
16 

16 

16 

8 

0.5 
0.5 

1 

0.5 
0.5 

2 

0.25 

0.25 



T a b l a - C - Perf i les de fosfor i lasas . 

ANTIBIÓTICOS 

Cepa N° 

I 

3 

5 

5 

9 

11 

21 

22 

23 

24 

30 

33 

36 

39 

KmA 

33 

30 

35 

35 

27 

27 

67 

38 

35 

30 

Km 

100 

82 

68 

52 

KmB 

73 

37 

49 

45 

34 

35 

60 

53 

53 

59 

Nm 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Bt 

41 

36 

38 

56 

33 

40 

72 

15 

55 

58 

Lm 

80 

58 

78 

55 

50 

59 

58 

81 

63 

8 

Pm 

38 

14 

19 

60 

29 

12 

81 

72 

121 

77 

51 

11 

43 

71 

Rm 

73 

16 

47 

82 

4 

27 

82 

78 

92 

175 

72 

30 

53 

61 

AN 

3 

23 

16 

42 

23 

14 

11 

14 

16 

10 

29 

12 

32 

8 

Sm 

5 

7 

5 

62 

4 

13 

1 

72 

49 

0 

11 

6 

52 

13 

Gm 

0 

3 

3 

10 

2 

2 

0 

2 

5 

2 

0 

1 

21 

3 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Nin 

como 100% 



T a b l a - C - Perf i les de fosfor i lasas (Continuación). 

ANTIBIÓTICOS 

Cepa N° 

40 

45 

49 

54 

63 

64 

66 

67 

72 

74 

75 

77 

78 

79 

KmA 

38 

22 

28 

26 

31 

26 

Km 

57 

52 

50 

45 

50 

48 

49 

46 

KmB 

24 

32 

34 

27 

36 

45 

Nm 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Bt 

39 

29 

41 

39 

45 

51 

15 

27 

Lm 

63 

65 

51 

44 

60 

142 

32 

71 

Pm 

52 

13 

31 

8 

92 

81 

60 

104 

112 

70 

72 

44 

76 

79 

Rm 

50 

17 

26 

23 

38 

51 

65 

79 

81 

50 

54 

40 

57 

110 

AN 

23 

3 

11 

12 

26 

11 

3 

10 

14 

16 

18 

11 

14 

15 

Sm 

31 

6 

8 

5 

31 

48 

21 

61 

21 

78 

106 

122 

17 

20 

Gm 

8 

0 

3 

1 

7 

5 

2 

1 

2 

3 

4 

3 

3 

5 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Nim 

como 100% 



T a b l a - C - Perf i les de fosfor i lasas (Continuación). 

ANTIBIÓTICOS 

Cepa N° 

80 

84 

85 

87 

89 

103 

105 

106 

107 

112 

114 

127 

128 

129 

KmA 

26 

84 

44 

57 

34 

20 

24 

40 

Km 

42 

51 

53 

47 

54 

60 

KmB 

38 

44 

60 

65 

45 

34 

39 

41 

Nm 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Bt 

46 

45 

35 

64 

64 

39 

28 

56 

Lm 

75 

59 

80 

69 

95 

94 

59 

81 

Pm 

69 

65 

63 

33 

105 

110 

74 

57 

16 

42 

17 

65 

71 

48 

Rm 

70 

52 

39 

41 

55 

103 

56 

53 

17 

38 

18 

60 

62 

42 

AN 

15 

33 

16 

16 

5 

6 

6 

20 

11 

27 

13 

8 

4 

32 

Sm 

8 

115 

6 

9 

3 

0 

3 

7 

66 

19 

4 

50 

56 

12 

Gm 

6 

8 

2 

2 

0 

2 

0 

4 

0 

9 

4 

2 

3 

2 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Nm 

como 100% 



T a b l a - C - Perf i les de fosfor i lasas (Continuación). 

ANTIBIÓTICOS 

Cepa N° 

130 

131 

133 

135 

144 

146 

147 

148 

149 

155 

156 

157 

161 

163 

KmA 

39 

30 

33 

29 

26 

43 

35 

Km 

71 

35 

59 

121 

47 

72 

60 

KmD 

30 

41 

32 

53 

33 

52 

39 

Nm 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Bt 

39 

32 

44 

39 

28 

46 

25 

Lm 

43 

63 

71 

70 

42 

66 

40 

Pm 

42 

117 

57 

115 

80 

136 

72 

81 

53 

131 

26 

80 

29 

93 

Rm 

28 

144 

56 

99 

39 

163 

45 

70 

43 

125 

28 

60 

38 

90 

AN 

27 

15 

7 

17 

10 

15 

13 

5 

5 

21 

14 

5 

33 

28 

Sm 

20 

13 

11 

10 

9 

0 

21 

15 

20 

4 

6 

3 

56 

10 

Gm 

7 

8 

3 

9 

2 

3 

3 

2 

2 

3 

3 

1 

32 

7 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Nn 

como 1005Í 



T a b l a - C - Perf i les de íos for i l asas (Continuación). 

ANTIBIÓTICOS 

Cepa N 

164 

165 

167 

169 

171 

174 

175 

178 

179 

181 

182 

183 

184 

187 

KmA 

42 

36 

Km 

122 

60 

83 

80 

75 

67 

56 

28 

79 

71 

69 

45 

KmB 

47 

42 

Nm 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Bt 

86 

51 

65 

Lm 

93 

63 

65 

Pm 

89 

34 

119 

50 

113 

102 

139 

89 

56 

45 

93 

88 

75 

94 

Rm 

76 

39 

119 

50 

75 

48 

103 

81 

38 

44 

69 

60 

56 

67 

AN 

36 

27 

18 

31 

13 

22 

14 

8 

4 

8 

10 

8 

19 

9 

Sm 

21 

48 

0 

28 

4 

33 

0 

0 

38 

88 

61 

4 

35 

155 

Gm 

4 

8 

3 

8 

5 

3 

3 

0 

2 

3 

3 

2 

3 

5 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Nm 

como 100% 



T a b l a - C - Perf i les de fosfor i lasas (Continuación). 

ANTIBIÓTICOS 

Cepa N 

189 

190 

191 

192 

193 

194 

197 

200 

205 

206 

207 

208 

KmA Km KmB 

58 

70 

93 

46 

45 

44 

66 

100 

100 

40 

71 

33 

Nm B1 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

: Lm Pm 

57 

115 

72 

64 

66 

74 

70 

84 

81 

93 

104 

74 

Rni 

56 

128 

76 

68 

69 

66 

68 

82 

80 

50 

89 

56 

AN 

5 

64 

10 

16 

6 

5 

6 

10 

10 

26 

6 

18 

Sm 

82 

29 

1 

7 

1 

0 

0 

7 

75 

75 

0 

28 

Gm 

2 

35 

2 

6 

1 

1 

2 

2 

3 

20 

2 

4 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Nm 

como 100% 



Tab la -D . - Perf i les de adeni lasas . 

ANTIBIÓTICOS ESTIRPES 

74 75 153 154* 169* 173 174 176 177 

Gm 

Ss 

Tm 

AN 

Km 

Nm 

Pm 

Rb 

Sm 

Sp 

Nt 

100 

134 

80 

6 

77 

3 

7 

11 

463 

128 

90 

100 

192 

113 

6 

113 

8 

10 

3 

532 

105 

92 

han ca! 

100 

170 

143 

126 

171 

107 

46 

29 

0 

6 

28 

Iculado 

100 

199 

87 

24 

151 

23 

9 

6 

82 

56 

137 

100 

125 

76 

6 

104 

4 

6 

9 

33 

21 

45 

100 

182 

97 

6 

137 

6 

2 

2 

24 

12 

99 

considerando 

100 

70 

36 

15 

52 

22 

10 

16 

5 

8 

31 

100 

72 

78 

7 

138 

10 

7 

11 

6 

7 

38 

la act ividad 

100 

160 

80 

6 

119 

8 

8 

9 

6 

6 

35 

d i Los valores se 
la Gm como 100% 

* Valores obtenidos con los t ransconjugantes , 154T y 169T2. 



Tabla-E.- Perfiles de acetilasas. 

Antibióticos 

GmCi 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -N t 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

1 

76 

100 

69 

12 

25 

265 

71 

10 

0 

2 

10 

6 

0 

28 

2 

12 

11 

22 

3 

3 

75 

100 

67 

9 

3 9 

66 

37 

14 

2 

5 

5 

0 

6 

2 3 

0 

15 

16 

2 3 

3 

5 

98 

100 

6 2 

7 

2 3 

10 

66 

25 

2 

4 

7 

12 

0 

15 

o 

13 

14 

2 8 

2 

Est i rpes 

6 

7 0 

100 

69 

7 

44 

69 

78 

37 

0 

29 

6 

1 

4 

24 

1 

2 2 

26 

15 

0 

8 

118 

100 

75 

49 

57 

9 0 

65 

7 

3 

1 

7 

11 

0 

9 

0 

14 

25 

9 

5 

9 

56 

100 

85 

19 

3 0 

57 

5 3 

28 

0 

16 

6 

1 

9 

22 

2 

27 

13 

3 2 

2 

10 

47 

100 

4 3 

8 

31 

44 

55 

3 

0 

0 

1 

0 

1 

11 

0 

3 0 

17 

2 0 

0 

11 

85 

100 

71 

15 

36 

95 

7 8 

11 

3 

10 

7 

0 

6 

0 

15 

25 

21 

4 

12 

6 3 

100 

82 

8 

3 2 

84 

74 

9 

0 

1 

2 

0 

1 

2 3 

0 

2 2 

36 

14 

] 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuación). 

Antibióticos 

GmCi 

GniCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

15 

100 

42 

2 

50 

40 

0 

0 

0 

0 

7 

0 

16 

67 

100 

114 

143 

99 

128 

131 

91 

0 

42 

6 

0 

34 

26 

11 

182 

45 

209 

6 

21 

100 

65 

91 

84 

106 

68 

8 

35 

48 

91 

8 

60 

30 

103 

4 

Esti 

21H1 

100 

171 

347 

225 

260 

326 

12 

294 

258 

185 

7 

rpes 

21H2 

100 

70 

12 

85 

76 

2 

0 

3 

3 

34 

3 

22 

100 

83 

3 

91 

63 

2 

0 

0 

2 

19 

2 

23 

100 

64 

7 

64 

47 

3 

2 

1 

4 

19 

2 

24 

100 

54 

11 

59 

73 

0 

0 

1 

2 

45 

0 

25 

54 

100 

62 

14 

40 

57 

68 

2 

1 

0 

3 

0 

3 

14 

1 

19 

27 

14 

2 

Los valores se han calculado considerando 

como 100% 

act ividad de la Gm 



Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuación). 

Antibióticos 

GmCi 

GniCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pin 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

N t 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

26 

100 

6 8 

36 

79 

71 

3 8 

6 

6 3 

2 8 

74 

6 

32 

4 8 

17 

2 

27 

100 

4 3 

31 

29 

18 

3 

1 

2 

3 

14 

1 

28 

100 

87 

6 

9 8 

58 

2 

0 

1 

2 

3 8 

0 

Estirpes 

3 0 

64 

100 

57 

12 

3 3 

65 

7 3 

2 

0 

1 

0 

1 

2 

21 

0 

3 3 

5 3 

24 

0 

3 3 

100 

100 

7 0 

17 

28 

89 

77 

12 

0 

9 

4 

0 

11 

2 2 

0 

19 

18 

35 

0 

36 

72 

100 

5 0 

8 

3 0 

69 

71 

1 

0 

0 

1 

0 

1 

12 

0 

19 

18 

9 

0 

37 

2 

100 

102 

2 4 2 

88 

9 3 

162 

147 

8 

74 

7 

1 

5 3 

37 

0 

131 

14 

190 

5 

4 3 

45 

100 

4 2 

15 

31 

48 

59 

4 

3 

0 

0 

0 

1 

16 

0 

36 

41 

2 2 

1 

44 

100 

171 

241 

166 

176 

287 

2 2 0 

2 0 2 

181 

13 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuación). 

Antibióticos 

GmCi 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

45 

8 8 

100 

74 

2 2 

2 6 

39 

59 

6 

3 

7 

5 

2 

3 

17 

0 

13 

0 

21 

3 

47 

100 

64 

5 

67 

3 0 

3 

2 

3 

3 

31 

3 

14 

19 

11 

0 

49 

100 

100 

9 2 

3 

41 

116 

129 

9 

0 

7 

5 

4 

8 

25 

0 

25 

49 

21 

5 

Estirpes 

54 

94 

100 

77 

25 

3 9 

76 

51 

7 

1 

2 

2 

1 

5 

18 

0 

16 

11 

14 

0 

59 

3 

100 

5 0 

18 

3 0 

22 

77 

2 

1 

0 

0 

1 

2 

16 

0 

2 3 

2 8 

11 

1 

64 

56 

100 

45 

9 

2 2 

25 

44 

2 

0 

0 

1 

0 

0 

13 

0 

29 

3 8 

12 

0 

66 

7 2 

100 

8 8 

2 2 

47 

147 

53 

5 

1 

2 

4 

0 

8 

3 8 

2 

42 

6 0 

2 8 

3 

69 

21 

100 

8 3 

156 

122 

164 

159 

103 

6 

4 2 

4 

5 

5 2 

62 

4 

120 

14 

195 

11 

77 

130 

100 

120 

26 

4 8 

121 

153 

7 

2 

5 

5 

0 

5 

27 

4 

12 

3 0 

28 

8 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



T a b l a - E . - Perf i les de ace t l lasas (continuación). 

Antibióticos 

GmCi 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

Los valores 

como 100% 

78 

100 

84 

60 

165 

100 

2 

2 

3 

4 

92 

6 

se han 

79 

100 

103 

46 

139 

157 

2 

0 

3 

4 

90 

8 

calcu 

89 

100 

63 

3 

58 

33 

0 

1 

1 

1 

13 

2 

lado ( 

Estirpes 

103 

117 

100 

78 

21 

63 

98 

107 

24 

6 

9 

11 

6 

16 

16 

6 

16 

27 

13 

9 

conslder 

105 

100 

68 

40 

80 

81 

35 

6 

7 

20 

48 

6 

ando la 

106 

100 

63 

1 

48 

28 

0 

0 

0 

0 

12 

0 

107 

64 

100 

74 

12 

56 

134 

91 

11 

4 

7 

6 

0 

8 

20 

2 

20 

21 

27 

1 

act ividad 

114 

33 

100 

50 

6 

24 

48 

35 

14 

1 

11 

2 

0 

3 

14 

0 

16 

8 

18 

4 

de la 

130 

41 

100 

45 

6 

14 

56 

38 

3 

2 

1 

2 

2 

1 

7 

1 

14 

26 

13 

1 

Gm 



Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuación). 

Antibióticos 

GmCi 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KniB 

Km 

Tin 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

N t 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

132 

100 

84 

16 

74 

109 

12 

22 

13 

3 

6 0 

3 

144 

105 

100 

7 3 

21 

39 

96 

101 

7 

3 

2 

1 

0 

1 

15 

1 

7 

3 0 

2 0 

3 

146 

100 

7 3 

13 

111 

95 

9 

0 

9 

6 

2 6 

0 

Es t 

147 

7 3 

100 

5 3 

15 

42 

4 0 

82 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

14 

0 

16 

28 

10 

0 

irpes 

149 

107 

100 

7 0 

9 

62 

57 

8 3 

4 

0 

0 

2 

0 

2 

12 

0 

13 

12 

8 

0 

150 

52 

100 

4 3 

8 

14 

45 

2 3 

1 

1 

0 

0 

0 

1 

12 

0 

13 

12 

15 

1 

151 

100 

98 

12 

110 

54 

5 

4 

6 

5 

51 

3 

152 

100 

49 

6 

7 3 

3 2 

1 

1 

3 

4 

21 

0 

156 

61 

100 

67 

8 

3 0 

75 

62 

11 

6 

0 

7 

0 

3 

13 

1 

15 

11 

18 

3 

Los va lores se han calculado considerando la ac t iv idad de la Gm 

como 100% 



Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuación). 

Antibióticos 

GmCi 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

T m 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

157 

7 3 

100 

64 

12 

24 

9 2 

46 

11 

2 

2 

5 

0 

3 

11 

1 

9 

16 

5 

3 

160 

77 

100 

6 0 

18 

66 

6 2 

191 

3 

4 

0 

2 

0 

2 

9 

0 

13 

24 

15 

0 

161 

95 

100 

56 

13 

34 

67 

65 

3 

1 

2 

2 

0 

2 

13 

0 

12 

13 

12 

2 

E s t 

163 

100 

67 

2 

84 

57 

0 

0 

0 

1 

8 

0 

irpes 

164 

77 

100 

65 

8 

5 3 

77 

8 0 

2 

0 

0 

2 

0 

3 

15 

0 

15 

35 

10 

1 

165 

49 

100 

3 8 

4 

16 

3 8 

34 

4 

0 

0 

1 

0 

1 

10 

1 

8 

14 

8 

1 

166 

100 

84 

1 

7 3 

65 

0 

0 

0 

1 

28 

0 

167 

100 

69 

12 

108 

85 

16 

2 

13 

4 

45 

1 

171 

100 

84 

2 0 

96 

96 

2 

2 

3 

4 

64 

3 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



T a b l a - E . - Perf i les de ace t i lasas (continuación). 

Antibióticos 

GmC 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

175 

100 

62 

82 

113 

85 

59 

2 

56 

26 

63 

1 

178 

100 

74 

5 

106 

89 

1 

1 

1 

3 

32 

0 

179 

100 

65 

5 

63 

63 

0 

0 

0 

2 

20 

0 

Esti 

180 

100 

62 

15 

60 

71 

13 

13 

13 

11 

22 

14 

irpes 

181 

100 

84 

6 

97 

63 

1 

0 

2 

3 

32 

0 

182 

100 

67 

6 

89 

47 

4 

4 

3 

6 

16 

4 

183 

100 

93 

7 

95 

71 

1 

1 

2 

4 

22 

2 

187 

100 

51 

5 

45 

43 

1 

1 

1 

2 

21 

0 

189 

100 

51 

17 

76 

98 

5 

4 

4 

6 

50 

5 

Los va lores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



T a b l a - E . - Perf i les de acet l lasas (continuación) 

Antibióticos 

GmCi 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

r^m 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

Est i rpes 

193 194 197 198 200 201 202 203 204 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 

107 73 65 94 81 75 85 84 58 

3 

119 

48 

0 

1 

8 

113 

93 

2 

2 

113 

102 

110 

69 

2 

5 

88 

44 

4 

2 

32 

91 

136 

0 

0 

8 

97 

63 

1 

1 

8 

93 

71 

0 

0 

4 

91 

61 

8 

2 

5 

73 

53 

3 

4 

0 

2 

26 

2 

2 

4 

22 

1 

102 

75 

69 

1 

4 

3 

21 

3 

0 

2 

53 

2 

1 

3 

7 

0 

2 

3 

37 

0 

4 

5 

28 

0 

2 

3 

14 

3 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Grn 

como 100% 



T a b l a - E . - Perf i les de acet i lasas (continuación) 

Antibióticos Est i rpes 

205 206 207 208 

GmCi 

GmCia 

Gm 

Ss 

KmA 

KmB 

Km 

Tm 

DKB 

Nm 

Pm 

Bt 

Lm 

Rm 

AN 

Nt 

Ap 

2 ' -Nt 

6 ' -Nt 

5-Epi 

Dact 

100 100 100 100 

100 82 68 70 

29 

102 

110 

3 

1 

5 

82 

121 

1 

2 

3 

109 

65 

6 

0 

3 8 

87 

104 

5 

3 

3 

4 

!0 

2 

3 

7 

2 8 

5 

6 

4 

11 

0 

5 

6 

88 

9 

Los valores se han calculado considerando la act ividad de la Gm 

como 100% 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes . 

CEPA N ENZIMAS 

1 

3 

5 

6 
6T 

8 

9 

10 

11 

AAD(3") APH(3') AAC(3)-V 

APII(3") APH(3') AAC(3)-V 

AAD(3") APH(3') AAC(3)-11I 

APH(3") APH(3') 
APH(3") APH(3') 

AAC(3)-III 
AAC(3) 

AAC(3)-II 

AAD(3") APH(3') AAC(3)-III 

AAC(3)-V 

AAD(3") APH(3") APH(3') AAC{3)-V 

12 
12T 

15 

16 
16T 

* Actividad 
actividad. 

AAC(3)-V 
AAC(3) 

AAC{3)-I 

AAD(3") 
AAC(3) 

mostrada 

AAC(3)-V 

iniclalmente, 

AAC(6')-I* 

posteriormente perdería esta 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y act ividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

17 AAD(3") 

21 
21H1 
21H2 

22 
22T 

23 
23T 

24 
24T 

25 
25T 

26 
26T 

27 
27T 

AAC{3) 
AAC(6') 
AAC(3) 

AP1I(3") 
APH(3") 

APH(3") 
APH(3") 

API 1(3') 
AP11(3') 

AAD(3") 
AAC(3) 

AAC(3)-III 
AAC(3) 

AAD(3") 
AAC(3) 

APH(3') 

APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 
AAC(3) 

AAC(3)-V 
AAC(3) 

APH(3") 

AAC(3)-V 

APH(3"; 

AAC(3)-
AAC(3) 

AAC(3)-

AAC(3)-

1 

-V 

-V 

-V 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y act ividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

28 
28T 

APH(3') 
AAC(3) 

AAC(3)-V 
APH(3') 

29 AAD(3") 

30 
30T1 
30T2 

33 

36 
36T 

37 

39 
39T 

40 
40T 

41 
41T 

APH{3") 
APH(3') 
APH(3") 

AAD(3") 

AAD(3") 
APH(3') 

AAC(6')-I 

APH{3') 
APH(3') 

APH(3') 
API1(3") 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3') 
AAC(3) 
APH(3') 

APH(3") 

APH(3") 
AAC(3) 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 
APH{3') 

AAD(3") 

AAC(3)-V 

AAC(3) 

APH(3') 

APH(3') 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

43 

44 
44T1 
44T2 

45 

47 
47T 

49 

50 

51 

52 
52T 

AAC(3)-I1 

AAD(3") 
AAC(6') 
AAD(3") 

APU(3') 

AAD(3") 
AAC(3) 

APH(3') 

APH(3") 

APH(3") 

APH(3") 
APH{3") 

AAC(6')-I 

AAD(3") AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

AAD(3") AAC(3)-V 

AAD(3") 

54 AAD(3") APH(3") APH(3') AAC(3)--V 

55 
55T 

APH(3") 
APH(3") 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y act ividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

57 APH(3") 

58 
58T 

59 
59T 

60 
60T 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 
AAD(3") 

APH(3") 
AP11(3") 

AAD(3") 
AAC(3) 

AAC(3)-V 

61 APH(3") 

63 
63T 

64 
64T 

66 
66T 

67 
67T 

AAD(3") 
AAD(3") 

APH(3") 
API 1(3") 

APH(3") 
AAC(3) 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 
APH(3") 

APJ»(3') 
APH(3') 

APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

AP11(3') 
APH(3') 

AAC(3)-V 
AAC(3) 

AAC(3)-V 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

69 
69T1 
69T2 

APH(3") 
AAD{3") 
AAD(3") 

AAC(6')-I 
APH(3") APH(3') AAC(6') 

71 
71T 

APH(3") 
AP1U3") 

72 
72T 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3') 
APH(3') 

73 
73T 

APH(3") 
APH(3") 

74 
74T 

APH(3") APH(3') AAD(3") ANT(2") 
ANT(2") APII(3") APH(3') 

75 
75T 

APH(3") APH(3') AAD(3") ANT(2") 
APH(3") APH{3') ANT(2") 

76 
76T 

APH(3") 
APM(3") 

77 
77T 

APH(3") AAD(3") APH(3') AAC(3)-V 
APH(3") APn(3') AAC(3) 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y act ividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

78 
78T 

79 
79T1 
79T2 

80 
80T 

82 
82T 

84 
84T 

85 
85T 

87 
87T 

89 
89T1 
89T2 

APH(3") 
API 1(3") 

APH(3") 
APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 
APH{3") 

APH(3") 
AP11{3") 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3') 
APH(3') 

AAD(3") 
APH(3") 

AAD(3") 
API 1(3") 
APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

APH{3') 
APH(3') 
AAC(3) 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3") 
APH(3') 

APH(3") 
APH(3') 

AAC(3)-II 
AAC(3) 

AAC(3)-I1 
AAC(3) 

APM(3') 

APH(3') AAC(3)-V 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y act ividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

90 
90T 

APH{3") 
APH(3") 

92 APH(3") AAD(3") 

101 
lOlT 

102 
102T 

103 
103T1 
103T2 

105 
105T1 
105T2 

106 
106T 

107 

AAD(3") 
AAD(3") 

AAD(3") 
AAD(3") 

APH(3') 
AAD(3") 
APH(3') 

APH(3') 
AAD(3") 
APH(3') 

AAD(3") 
AAD(3") 

AAD(3") 

AAD(3") 
APH(3') 

AAD{3") 
APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 

AAC(3)-III 

AAC(3)-iri 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 

de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N 

112 
112T 

113 
113T 

114 

118 

119 
119T 

120 
120T 

121 
121T 

123 

124 

127 
127T 

ENZIMAS 

AAD(3") APH(3") APH(3') 
APH(3") APH(3') 

APH(3") 
APH(3") 

AAD(3") APH(3') AAC(3)-V 

APH(3") 

AAD(3") 
AAD(3") 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 

APH(3") 

AAD(3") 

APH(3") APH(3') 
APH(3") APH(3') 

AAD(3") 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
detectadas en los transconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

128 
128T 

129 
129T1 
129T2 

130 
130T1 
130T2 
130T3 

131 
13IT 

132 
132T 

133 

135 

144 
144T1 
144T2 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 
APH(3") 
APH(3') 

APH(3") 
APH(3") 
APH(3") 
AAC(3) 

AP11(3") 
APH(3") 

AAC(3)-V 
AAD(3") 

APH(3") 

APH(3") 

APH(3') 
AAD(3") 
APH(3") 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 

APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

AAD(3") 

APH(3') 

APH(3') 

APH(3") 

APH(3') 

AAD(3") 

AAD(3") 

AAC(3)-V 

AAC(3) 

AAD(3") 

AAC(3) 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

146 AAD(3") APH(3') AAC(3)-v 

147 
147T1 
147T2 

APH(3") 
APH(3") 
APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 
AAC(3) 

AAC(3)-V 
AAC{3) 

148 APH(3') APH(3") AAD(3") 

149 
149T1 
149T2 

150 
150T 

151 
151T 

152 
152T 

153 
153T 

APH(3") 
APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 
APH(3") 

AAD(3") 
AAD(3") 

AAD(3") 
APH(3") 

AAD(3") 
AAD(3") 

APH(3') 
APH{3') 

AAD(3") 
AAC(3) 

APH(3") 
AAC(3) 

APH(3") 
AAC(3) 

ANT(2") 
ANT(2") 

AAD(3") AAC(39-V 
AAC(3) 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

154 
154T 

155 
155T 

156 

157 
157T 

160 
160T 

161 
161T 

163 
163T 

164 
164T 

165 
165T 

ANT(2") 
ANT(2") 

APH(3') 
APH(3") 

AAD(3") 

APH(3") 
APH(3") 

AAC(3)-II 
AAC(3) 

APH(3") 
API 1(3') 

AAD(3") 
APH(3") 

APH(3') 
APH(3') 

AAD(3") 
APH(3") 

AAD(3") 
AAD(3") 

AAD(3") 
APH(3') 

APH(3') 

AAD(3") 
APH(3') 

APH(3') 
AAC(3) 

APH(3") 
APH(3') 

AAC(3)-V 
AAC(3) 

APH(3") 
APH(3') 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3") 

AAC(3)-V 

APH(3') AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

APH(3') AAC(3)-V 
AAC(3) 

APH(3') AAC(3)-V 
AAC(3) 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y act ividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

166 AAD(3") APH(3") AAC(3)-V 

167 
167T 

169 
169T1 
Í69T2 

171 
171T1 
171T2 

173 
173T 

174 
174T 

175 

176 

177 

APH(3') 
AAD(3") 

APH(3") 
APH{3") 
APn(3") 

APH(3') 
AAD(3") 
APH(3") 

ANT(2") 
AAD{3") 

APH(3') 
APH(3") 

AAD(3") 

ANT{2") 

ANT{2") 

AAD(3") 
APH(3') 

AAD(3") 
APH(3') 
APH(3') 

AAC(3)-V 
AAC(3) 
APH(3') 

AAD(3") 
ANT(2") 

APH(3") 
APH(3') 

APH(3') 

AAC(3)-V 
AAC(3) 

APH(3') 

ANT(2") 

AAC(3) 

ANT(2") 
ANT(2") 

AAC(6')-I 

ANT(2"] 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

178 
178T1 
178T2 

179 
179T1 
179T2 

APH(3') 
APH(3') 
APH(3') 

APH(3") 
APH(3") 
APH(3") 

AAD(3") 
AAC(3) 
AAD(3") 

APH(3') 

APH(3') 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

AAC(3) 

180 AAD(3") AAC(3)-V 

181 
181T 

182 
182T 

183 
183T 

184 
184T 

APH(3") 
APH(3") 

AAD(3") 
AAC{3) 

APH(3') 
APH(3") 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 

APH(3") 
APH(3') 

AAC(3)-V 
AAC(3) 

APH(3") 

AAD(3") 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

187 APH(3") APH(3') AAC(3)-V 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

189 
189T1 
189T2 

190 
190T 

191 
191T 

192 
192T 

193 
193T 

193R 
193RT 

194 
194T 

197 

APH(3") 
APH{3') 
AAD(3") 

APn(3') 
APH(3") 

APH{3') 
API1(3") 

APH(3") 
APH(3") 

APH(3') 
AP1H3') 

AAD(3'") 
AAD(3") 

APH(3') 
APH(3") 

APH(3') 

APH(3') 
AAC(3) 
APH(3') 

APH(3") 
APH(3') 

AAD{3") 
APH(3') 

APH(3') 

AAC(3)-V 
AAC(3) 

AAC(3)-V 
APH(3') 

AAD(3") 

AAD(3") AAC(3)-V 

APH(3") 

AAC(3) 

AAC(6')-II 



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades 
de tec tadas en los t ransconjugantes (Continuación). 

CEPA N ENZIMAS 

198 
198S 

200 
200T 

201 
201T 

202 

203 

204 
204T1 
204T2 

205 

206 
206T 

207 

208 
208T 

AAD(3") 
AAC(3) 

APH(3') 
AAC(3) 

APH(3') 
AAC(3) 

AAC(3)-V 

AAC(3)-V 

AAC(3)-II 
APH(3") 
AAC(3) 

APH(3") 

APH(3") 
APH(3") 

AAD(3") 

APH(3') 
APH(3') 

AAC(3)-V 

APH(3") 

AAC(3)-V 

APH(3') 

APH(3') 
APH(3') 

APH(3') 

APH(3") 
APH(3") 

AAC(3)-

AAC(3)-

AAC(39-
AAC(3) 

AAC(3)-

AAC(3)-
AAC(3) 

-11 

-II 

-V 

-V 

•II 
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