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Resumen: Las especies del género Klebsiella son patógenos oportunistas causantes de infecciones extraintestinales e intestinales en 
humanos, capaces de expresar diversos factores de virulencia, así como de formar biopelículas. Además, presentan diversos mecanismos de 
resistencia a los antibióticos. En este trabajo, se estudió la resistencia a antibióticos y biocidas de Klebsiella spp. aisladas de leche de vaca, 
así como la diversidad genética y frecuencia de genes de virulencia. Del total de bacterias aisladas, 26 fueron gramnegativas y 20 fueron 
clasificadas como K. pneumoniae mediante análisis molecular. El 85% de las K. pneumoniae fueron multirresistentes a los antibióticos y 
resistentes a los biocidas. Además, el 95% fue formador de biopelículas. La similitud genética entre las K. pneumonie fue mayor al 78%. En 
el 90% se determinó la formación de biopelículas y se detectaron uno o más genes asociados con virulencia, destacando un grupo de cinco 
con un mismo perfil de seis genes de virulencia. Los datos obtenidos indican que la leche de vaca en el área de estudio representa un riesgo 
a la salud de los consumidores por la presencia de K. pneumonie potencialmente patógenas y resistentes a antibióticos y desinfectantes.
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Genetic characteristics of Klebsiella spp. resistant to antibiotics and biocides obtained 
from cow milk

Abstract: Klebsiella species are opportunistic pathogens causing extraintestinal and intestinal infections in humans, capable of expressing 
several virulence factors, as well as forming biofilms. In addition, they have several antibiotics resistance mechanisms. In this work, the 
antibiotic and biocide resistance of Klebsiella spp. isolated from cow’s milk, as well as genetic diversity and frequency of virulence genes 
were studied. Of the total bacteria isolated, 26 were Gram-negative and 20 were classified as K. pneumoniae by molecular analysis. Eighty-
five percent (85.5%) of K. pneumoniae were multiresistant to antibiotics and resistant to biocides. In addition, 95% were biofilm formers. 
Genetic similarity between K. pneumoniae was greater than 78%. Biofilm’s formation was determined in 90% and one or more associated 
virulence genes were detected, highlighting a group of five with the same profile of six virulence genes. The data indicates that cow’s milk 
represents a risk to the consumers health in the study area, due to the presence of K. pneumoniae potentially pathogenic and resistant to 
antibiotics and disinfectants.
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Introducción

Klebsiella pneumoniae es una bacteria gramnegativa 
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, ubicua en 
agua, suelo y animales. Recientemente, mediante estudios 
genómicos, se ha observado que la mayoría de las K. 
pneumoniae identificadas por métodos bioquímicos o 
moleculares tradicionales pertenecen a un grupo de especies 
muy relacionadas genética y fisiológicamente, denominado 

complejo de especies K. pneumoniae (ECKp), que incluye 
a K. pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. variicola, K. 
quasivariicola y K. africana [1]. De las anteriores, K. 
pneumoniae es la especie más frecuente y a la que mejor se le 
han descrito sus características. Es un patógeno oportunista 
de humanos, que se asocia principalmente con infecciones 
extraintestinales adquiridas en ambientes hospitalarios 
[2,3]. Frecuentemente se encuentra en diversos alimentos, 
por lo que se le considera un patógeno transmitido por 
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alimentos asociado con brotes de infecciones diarreicas 
en humanos [4,5]. Los principales factores implicados 
en la virulencia de K. pneumoniae incluyen la cápsula, 
endotoxinas, sideróforos, sistemas de adquisición de hierro 
y adhesinas [5]. Además, se ha descrito que la formación de 
biopelículas es un factor de virulencia importante, debido a 
que las protege de la eliminación por el sistema inmune del 
hospedero y del efecto de los antibióticos; se ha descrito que 
la formación de biopelículas está asociada con la presencia 
de ciertos factores de virulencia [6].

K. pneumoniae es un patógeno importante por la 
frecuencia y diversidad de mecanismos de resistencia a los 
antibióticos que posee, los cuales pueden ser transferidos 
a otras bacterias. Con el propósito de controlar la 
diseminación de bacterias causantes de infecciones, se ha 
recurrido al uso de diversos desinfectantes y antisépticos, 
en el ambiente hospitalario, en la industria alimentaria 
y en productos de uso personal [7,8]. Sin embargo, la 
creciente tolerancia bacteriana a esos compuestos biocidas 
ha causado preocupación en los últimos años, debido a 
que frecuentemente los mecanismos de resistencia pueden 
ser los mismos que para los antibióticos, por lo cual, se ha 
sugerido que el uso excesivo de esos compuestos favorece 
la selección de bacterias resistentes a biocidas y antibióticos 
[9].

En la industria lechera, Klebsiella spp. es causa frecuente 
de mastitis bovina ambiental, por lo que puede encontrarse 
en la leche afectando su calidad microbiológica, además de 
representar un riesgo a la salud de los consumidores. Sin 
embargo, en la literatura no hay estudios que analicen el 
riesgo potencial del consumo de leche de vaca sin pasteurizar 
contaminada con estas especies bacterianas. En el occidente 
de Michoacán, se encuentra la principal cuenca lechera 
del estado. La industria láctea es la segunda actividad 
económica de la región, por lo que de ella depende gran 
parte de la población. Sin embargo, al igual que cualquier 
otra zona productora de leche, en ésta se presentan diversas 
problemáticas, entre ellas la mastitis bovina, causada por 
bacterias gramnegativas potencialmente patógenas que 
pueden contaminar la leche y sus derivados [10]. Por esto, 
el propósito de este trabajo fue estudiar las características 
genéticas, de resistencia a antibióticos y biocidas de 
Klebsiella spp. aisladas de leche de vaca de hatos del 
occidente de Michoacán, México.

Materiales y métodos

Recolección de muestras y aislamiento de bacterias: A 
partir de contenedores de leche de acero inoxidable de 20 
L, de dos establos ubicados en el municipio de Sahuayo, 
Michoacán, se recolectaron 10 muestras de 500 mL de 
leche entre agosto de 2016 y febrero de 2017. Para aislar 
bacterias resistentes a los antibióticos se tomaron 100 µL 
de cada muestra y se sembraron directamente en cajas de 
Petri con agar nutritivo suplementado con antibióticos 
pertenecientes a cuatro familias distintas y de uso común en 
ganado bovino. Los antibióticos y concentraciones usadas 

fueron ampicilina 32 µg/mL, cloranfenicol 32 µg/mL, 
estreptomicina 32 µg/mL y tetraciclina 16 µg/mL (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, USA). De las cajas en que se 
obtuvo crecimiento se seleccionaron al azar dos colonias 
para su posterior análisis; en total se obtuvieron 50 aislados 
bacterianos.

Identificación bioquímica y molecular: A las bacterias 
aisladas se les realizó tinción de Gram y las gramnegativas 
se sembraron en agar MacConkey (BD Difco). A partir 
de este medio de cultivo se seleccionaron los aislados 
fermentadores de lactosa y con fenotipo mucoide semejante 
al de K. pneumoniae ATCC 700603, las cuales se sembraron 
en agar citrato de Simmons (BD Difco) y agar citrato con 1% 
de inositol (Sigma-Aldrich). La identidad de las bacterias 
se confirmó a nivel molecular mediante la amplificación 
por PCR del fragmento ITS (16S–23S rDNA internal 
transcribed spacer) específico de K. pneumoniae con los 
oligonucleótidos Pf y Pr1 en las condiciones previamente 
descritas por Liu Y et al. [11]. Como control positivo se 
utilizó K. pneumoniae ATCC 700603 y como controles 
negativos E. coli ATCC 25922 y mezcla de reacción sin 
DNA.

Resistencia a antibióticos y desinfectantes: Las pruebas de 
susceptibilidad a antibióticos y desinfectantes se realizaron 
mediante ensayos de dilución en agar Müeller-Hinton (BD 
Difco) siguiendo las recomendaciones del CLSI y criterios 
definidos en la literatura [12,13]. Para realizar lo anterior, 
las bacterias se sembraron en 2 mL de caldo Müeller-
Hinton y se incubaron a 37 °C por 20 h. Posteriormente se 
diluyeron en el mismo medio hasta igualar la turbidez al 
tubo 0,5 de la escala de McFarland (1x108 UFC/mL). De 
cada dilución se depositaron aproximadamente 2 µL sobre 
la superficie de agar Müeller-Hinton con el antibiótico y la 
concentración deseada. Los antibióticos (Sigma-Aldrich) 
analizados fueron: ampicilina, gentamicina, tetraciclina, 
estreptomicina, kanamicina, ciprofloxacina, carbenicilina, 
ceftazidima, cefotaxima, cloranfenicol, meropenem y 
cefixima. Las concentraciones probadas fueron de 0,125 a 
1.024 µg/mL. La concentración mínima inhibitoria (CMI) 
fue aquella a la que no se observó crecimiento sobre la 
superficie del agar. Además, con los datos obtenidos, las 
bacterias se clasificaron como resistentes o susceptibles de 
acuerdo con los puntos de corte establecidos por el CLSI 
[12]. El experimento se realizó al menos dos veces de 
forma independiente y como cepa de referencia se utilizó K. 
pneumoniae ATCC 700603.

De igual forma que para los ensayos de resistencia a 
antibióticos, se determinó la CMI para los desinfectantes 
cloruro de benzalconio (Cbe), triclosán (Tri), bromuro 
de cetiltrimetilamonio (Ctab), Glutaraldehído (Gta) y 
digluconato de clorhexidina (Chx) (Sigma-Aldrich), 
mediante dilución en agar Müeller-Hinton [13]. Las 
concentraciones que se probaron fueron de 0,125 a 1.024 
μg/mL. La CMI se determinó como aquella a la que no 
se observó crecimiento visible sobre la superficie del 
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agar. Siguiendo los criterios descritos en la literatura, las 
bacterias se clasificaron como resistentes o susceptibles a 
esos compuestos [13,14].

Formación de biopelículas: La formación de biopelículas se 
analizó en placas de Elisa de 96 pozos como se ha descrito 
en la literatura [15]. Se incubaron cultivos bacterianos 
toda la noche en caldo Luria Bertani (LB) a 37 °C. Al día 
siguiente, 10 µL del cultivo se inocularon en 1 mL de caldo 
LB y se depositaron 200 µL por cuadriplicado en placas 
de Elisa de poliestireno de 96 pozos (Kartell). Las placas 
se incubaron a 30 °C en estático por 18 h, posteriormente 
se descartó el líquido y la placa se lavó tres veces con 200 
µL de solución salina (SS). Después, se adicionaron 200 
µL de cristal violeta al 1%, se dejó por 20 min, se descartó 
el colorante y la placa se lavó 4 veces con SS y agitación 
vigorosa. El colorante retenido en cada pozo se solubilizó 
con etanol al 70% y se midió la absorbancia a 570 nm 
en un espectrofotómetro Lambda 25 (Perkin Elmer). El 
experimento se repitió tres veces por cuadruplicado.

Con los datos obtenidos se calculó el promedio de la 
densidad óptica (DO). De igual forma se calculó la densidad 
óptica de corte (DOc), para lo cual se tomó como base el 
promedio de la DO del control negativo más tres veces 
su desviación estándar, obteniéndose un valor de 0,11. La 
clasificación de las bacterias formadoras de biopelículas se 
realizó de la siguiente manera: formadoras fuertes (F) DO 
>4xDOc, moderadas (M) 2xDOc <DO ≤4xDOc, débiles 
(D) DOc< DO ≤ 2xDOc y negativas (N) DO ≤ DOc [16].

Diversidad genética: El análisis de diversidad genética 
se realizó mediante ERIC-PCR con los oligonucleótidos 
ERIC1R y ERIC2 [17] como se describe a continuación. Las 
reacciones de PCR se realizaron en 25 μL conteniendo PCR 
Master mix 1X (Promega), 1 μM de cada primer y 50 ng de 
ADN aproximadamente. Las condiciones que se utilizaron 
para la amplificación fueron las descritas previamente [5]. 
Los productos obtenidos se separaron por 2 h a 90 V en 
geles de agarosa al 2%, se tiñeron con bromuro de etidio y 
se visualizaron en un fotodocumentador Universal Hood II 
(Bio-Rad).

Los patrones de bandas obtenidos en los geles se 
analizaron con el software GelJ versión 2 [18]. El tamaño de 
las bandas fue normalizado en los diferentes geles usando 
como estándar de referencia el marcador de 1 Kb DNA 
ladder (Promega), que tiene fragmentos entre 250 y 10.000 
pb. Los coeficientes de similitud fueron generados por el 
método de Dice con 2% de tolerancia entre los carriles y 
el dendrograma se construyó en el mismo software por el 
método UPGMA (Unweighted Pair Group Method using 
Arithmetic averages).

Detección de genes de virulencia, de resistencia a 
antibióticos e integrones: Se analizó la presencia de los 
genes de virulencia rmpA, fimH, mrkD, entB, irP, iroNB, 
uge, urea, wabG y iucB en los aislados de Klebsiella spp. 
mediante PCR de punto final, con los oligonucleótidos y 

condiciones previamente descritas [5,19,20]. Además, se 
analizó la distribución de genes de resistencia a antibióticos 
beta-lactámicos (blaCMY, blaCTX-M, blaOXA, blaSHV y 
blaTEM), estreptomicina (strA y strB), tetraciclina (tetA, 
tetB, tetC, tetD y tetE) y de la integrasa de integrones clase 1 
y 2 (intI1 e intI2), de acuerdo con lo descrito en la literatura 
[10,21,22]. En todos los casos, las reacciones se realizaron 
en un volumen de 25 µL bajo las siguientes condiciones 
generales: 1 ciclo inicial de desnaturalización a 95 °C por 5 
min, seguido de 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 
30 s, alineamiento a temperatura variable dependiendo del 
par de oligonucleótidos por 30 s, un ciclo de extensión de 
entre 30 y 60 s y un ciclo final de extensión a 72 °C por 5 
min. Los productos amplificados se separaron y visualizaron 
como se mencionó anteriormente.

Resultados

Aislamiento e identificación de Klebsiella spp.: En nueve de 
las 10 muestras de leche recolectadas se obtuvo crecimiento 
bacteriano con el uso de, al menos, un antibiótico. Se 
seleccionaron 2 colonias al azar de cada caja de Petri 
obteniendo en total 50 aislados, de los cuales 26 (52%) 
fueron bacterias gramnegativas. Éstas últimas fueron 
fermentadoras de lactosa en agar MacConkey y 20 utilizaron 
citrato como única fuente de carbono y fueron capaces de 
fermentar inositol en agar citrato de Simmons con inositol 
(SCAI). El análisis molecular mediante PCR reveló que en 
esos 20 aislados bacterianos se obtuvo amplificación del 
fragmento ITS de 130 pb, lo cual confirmó su identidad 

Figura 1. Fotografía de un gel de agarosa con resultados representativos de 
la identificación molecular, mediante la amplificación de la región ITS (130 
pb) de Klebsiella pneumoniae. 1) Control positivo Klebsiella pneumoniae 
ATCC 700603; 2) Control negativo sin DNA; 3) E. coli ATCC 25922; 4 y 
5) Dos aislados de Klebsiella pneumoniae. M: marcador de peso molecular 
indicando el peso de algunas bandas.
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como Klebsiella pneumoniae (Figura 1). Estos 20 aislados 
se clasificaron con la letra K del 1 al 20 (K1 a K20).

Concentración mínima inhibitoria para antibióticos y 
biocidas: Los datos obtenidos de la determinación de la 
CMI de los aislados contra 12 antibióticos revelaron que las 
concentraciones más altas en las que crecieron las bacterias 
fueron para ampicilina y carbenicilina, para los cuales 14 y 
7 aislados presentaron CMI mayores a 1.024 μg/mL. Para 
gentamicina, kanamicina, estreptomicina y tetraciclina se 
observaron CMI de 512 μg/mL en 2, 5, 11 y 2 aislados, 
respectivamente. Por otro lado, las CMI más bajas se 
observaron para ciprofloxacina y meropenem, con valores 
menores a 0,25 μg/mL (Tabla 1).

El análisis de resistencia de los aislados frente a cinco 
biocidas reveló que las CMI fueron variables. Por ejemplo, 
para Chx se observaron CMI de 8, 16, 64 y 128 μg/mL con 8, 
6, 4 y 1 aislados, respectivamente. Para Ctab se observó que 
a 128 y 256 μg/mL se inhibieron 13 y 7 aislados, mientras 
que para Gta, todas presentaron CMI > 1.024 μg/mL. Por su 
parte, para Cbe la CMI se determinó en el rango de 64 (17 
aislados) y 128 μg/mL (3 aislados). Para Tri se observaron 
dos fenotipos contrastantes, por un lado 17 aislados fueron 
susceptibles al compuesto (CM < 0,125 μg/mL), y por el 
otro 3 fueron resistentes a concentraciones mayores de 

1.024 μg/mL (Tabla 1).
Siguiendo los criterios establecidos, las bacterias se 

clasificaron como resistentes o susceptibles a los antibióticos. 
Se obtuvieron altos índices de resistencia para ampicilina y 
estreptomicina con 19 aislados para cada uno, seguido de 
tetraciclina con 18, carbenicilina con 17, gentamicina con 
14 y cefixima con 12. Para los restantes ocho antibióticos 
el número de aislados bacterianos resistentes osciló entre 
9 y cero. Los antibióticos en los que se observó mayor 
susceptibilidad fueron ceftazidima, ciprofloxacina y 
meropenem, siendo los 20 aislados susceptibles (Tabla 
2). El análisis de los patrones de resistencia reveló que 
todas las K. pneumonie presentaron resistencia de uno a 
10 antibióticos de las cuales 14 aislados fueron resistentes 
a seis o más antibióticos y 17 fueron clasificadas como 
multirresistentes, ya que presentaron resistencia a tres o más 
familias diferentes de antibióticos (Tabla 2). De igual forma, 
de acuerdo con lo descrito en la literatura, las bacterias se 
clasificaron como resistentes o susceptibles a los biocidas 
y con esos datos se obtuvieron los perfiles de resistencia a 
esos compuestos (Tabla 2).

Formación de biopelículas: Los datos obtenidos indicaron 
que el 95% (19 aislados) de las K. pneumonie tuvo 
la capacidad de formar biopelículas, mientras que el 

Concentración (µg/mL)

Antibióticos (Grupo) ≤0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1.024 >1.024

Beta-lactámicos

Ampicilina (Ap) 1 2 1 2 14

Carbenicilina (Cb) 1 1 1 1 3 6 7

Cefixima (Cfm) 1 2 1 2 1 3 10

Ceftazidima (Caz) 10 2 6 2

Cefotaxima (Ctx) 10 1 7 2

Fenicoles Cloranfenicol (Cm) 3 4 4 4 3 2

Fluoroquinolonas Ciprofloxacina (Cip) 20

Aminoglucósidos

Gentamicina (Gm) 4 2 5 2 5 2

Kanamicina (Km) 6 2 1 3 3 5

Estreptomicina (Stp) 1 1 3 4 11

Carbapenémicos Meropenem (Mem) 20

Tetraciclinas Tetraciclina (Tc) 2 1 1 2 11 2

Biocidas

Clorhexidina (Chx) 8 4 6 2

Cloruro de Benzalconio (Cb) 17 3

Bromuro de Cetiltrimetilamonio (Ctab) 13 7

Glutaraldehído (Gta) 20

Triclosán (Tri) 17 3

Tabla 1. Concentración Mínima Inhibitoria de Klebsiella pneumoniae contra antibióticos y biocidas.

Nota: Los números indican la cantidad de aislados que se inhibieron en cada concentración y el inicio de la zona gris muestra las concentraciones a partir de 
las cuales las bacterias se consideraron resistentes.
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restante 5% (1 aislado) no las formó. De acuerdo con los 
resultados anteriores, el 25% de los aislados bacterianos se 
consideraron formadores débiles (DO 0,12-0,22), el 20% 
fueron formadores moderadas (DO 0,23-0,44) y el 50% se 
clasificaron como formadores fuertes (DO >0,44) (Figura 
2).

Relación genética de las Klebsiella pneumonie: El análisis 
de relación genética mediante ERIC-PCR arrojó patrones 
de amplificación de fragmentos con tamaños que van de 
200 a 5.000 pb. El agrupamiento de esos patrones indicó 
que los 20 aislados de K. pneumonie presentaron similitud 
genética por encima del 78% y, de acuerdo con su similitud, 
formaron en 3 grupos principales: el grupo I, conformado 
por 2 aislados con patrón de bandas idéntico; el grupo II, 
con cinco subgrupos de entre 1 y 5 aislados, tres subgrupos 
con patrones de bandas idénticos; y el grupo III, integrado 

por 5 aislados con patrones de bandas diferentes (Figura 2).

Distribución de genes de virulencia, resistencia e integrones: 
Del análisis de 12 marcadores genéticos de virulencia se 
detectó la presencia de siete (Figura 2), de los cuales mrkD 
fue el más frecuente identificado en 15 aislados, seguido 
de entB, uge y ureA en siete aislados, mientras que wagG, 
irP y fimH se detectaron en 5, 4 y 4 aislados bacterianos, 
respectivamente. Por otro lado, en ningún aislado se detectó 
la presencia de wzyK1 (magA), wzyK2, rmpA, iroNB e iucB 
(Figura 2).

De los resultados obtenidos de la detección de genes de 
resistencia se encontró que todos los aislados presentaron 
entre 1 y 6 genes, siendo strA el de mayor frecuencia, 
detectado en 18 aislados, seguido de tetC, tetD y tetA 
encontrados en 13, 10 y 9 aislados, respectivamente. Por 
su parte, tetB, tetD, blaSHV y blaCTX-M se detectaron en 
6, 6, 5 y 4 aislados bacterianos, respectivamente. Con esos 
datos se obtuvieron los arreglos de genes de virulencia y 
resistencia en cada bacteria (Figura 2). Por otra parte, se 
detectó la presencia del gen de la integrasa de integrones 
clase I (intI1) en 11 aislados y no se observó el de la 
integrasa de integrones de clase 2 (intI2) (Figura 2).

Discusión

En México, la leche de vaca sin pasteurizar se utiliza 
para la elaboración de diversos productos artesanales 
como yogurt, queso, crema, mantequilla, y dulces, entre 
otros. Dichos productos son ampliamente aceptados por la 
población. Sin embargo, en ocasiones representan un riesgo 
a la salud de los consumidores, por la presencia de bacterias 
potencialmente patógenas y resistentes a los antibióticos. 
La presencia de bacterias en la leche se ve favorecida por 
las condiciones de almacenamiento, forma de obtención y 
el manejo y salud del ganado [23].

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la 
resistencia a los antibióticos de K. pneumoniae aislada en 
leche de bovinos del área de estudio es común. Además, con 
una excepción (K20), todos los aislados fueron resistentes 
de tres a 10 antibióticos, con 17 aislados clasificados como 
multirresistentes, es decir, que mostraron resistencia a tres 
o más familias distintas de antibióticos. De manera general, 
se observó correspondencia entre el fenotipo de resistencia 
a los antibióticos y la presencia de genes de resistencia. Por 
ejemplo, nueve de los 11 aislados en los que se detectó alguna 
variante del gen bla, mostraron resistencia a cefalosporinas 
de tercera generación y todos fueron resistentes a otros 
beta-lactámicos, mientras que 18 de los 19 aislados, en los 
que se detectaron genes de resistencia a estreptomicina, 
fueron resistentes a ese compuesto. Por su parte, en 15 de 
los 18 aislados de K. pneumoniae resistentes a tetraciclina 
se detectaron genes de resistencia. Cabe mencionar que 
solo se analizaron algunos mecanismos de resistencia de las 
familias de antibióticos beta-lactámicos, aminoglucósidos 
y tetraciclinas para las cuales se observaron mayores 
índices de resistencia por los aislados de K. pneumonie, sin 

Patrón de resistencia

Aislado Antibióticos Biocidas

K20 Tc Cbe Ctab Gta

K2 Ap Cb Stp Cbe Ctab Gta

K8 Ap Stp Tc Cbe Ctab Gta

K1 Ap Caz Cb STP Cbe Chx Ctab Gta

K3 Ap Cb Stp Tc Cbe Chx Ctab Gta

K9 Ap Cfm Stp Tc Cbe Ctab Gta

K5 Ap Cb Cm Gm Stp Tc Cbe Ctab Gta Tri

K19 Ap Cm Gm Km Stp Tc Cbe Ctab Gta

K12 Ap Cm Gm Km Stp Tc Cbe Ctab Gta

K6 Ap Cb Cfm Ctx Gm Stp Tc Cbe Chx Ctab Gta Tri

K13 Ap Cb Cfm Ctx Gm Stp Tc Cbe Chx Ctab Gta

K15 Ap Cb Cfm Ctx Gm Stp Tc Cbe Chx Ctab Gta

K18 Ap Caz Cb Cfm Ctx Gm Stp Tc Cbe Chx Ctab Gta

K7 Ap Cb Cfm Cm Gm Km Stp Tc Cbe Ctab Gta

K4 Ap Cb Cfm Cm Gm Km Stp Tc Cbe Ctab Gta Tri

K16 Ap Cb Cfm Cm Gm Km Stp Tc Cbe Ctab Gta

K10 Ap Cb Cfm Cm Gm Km Stp Tc Cbe Ctab Gta

K14 Ap Cb Cfm Cm Gm Km Stp Tc Cbe Chx Ctab Gta

K17 Ap Caz Cb Cfm Ctx Gm Km Stp Tc Cbe Chx Ctab Gta

K11 Ap Caz Cb Cfm Cm Ctx Gm Km 
Stp Tc Cbe Ctab Gta

Tabla 2. Patrón de resistencia a antibióticos y biocidas de Klebsiella 
pneumoniae.

Abreviaturas. Beta-lactámicos: Ap, ampicilina; Caz, ceftazidime; Cb, 
carbenicilina; Cfm, cefixima; Ctx, cefotaxima. Aminoglucósidos: Gm, 
gentamicina; Km, kanamicina; Stp, estreptomicina. Fenicoles: Cm, 
cloranfenicol. Tetraciclinas: Tc, tetraciclina. Biocidas: Cbe, cloruro de 
benzalconio; Ctab, bromuro de cetiltrimetilamonio; Gta, glutaraldehído; 
Tri, triclosán.
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embargo, la diversidad de mecanismos de resistencia es más 
amplia [24]. Además, en 11 de los aislados se encontró el 
gen de la integrasa de integrones clase I; la presencia de esos 
elementos en los aislados puede contribuir a la diseminación 
de los genes de resistencia, debido a que los integrones 
frecuentemente se encuentran en elementos genéticos 
móviles como transposones y plásmidos conjugativos [25].

En la literatura no hay reportes en los que se haya estudiado 
la resistencia de K. pneumonie aisladas de leche bovina sin 
pasteurizar destinada al consumo humano, aunque si hay 
reportes de que a partir de leche de vacas con mastitis se 
han aislado especies de Klebsiella multirresistentes a los 
antibióticos [26,27]. La frecuencia de mastitis bovina 
es variable en diferentes regiones. En la zona donde se 
realizó este estudio la frecuencia de mastitis es del 50% 
[10]; otros reportes indican que la mastitis ocasionada por 
Klebsiella spp. puede ser de hasta 3,7% del total de casos 
[28], lo cual puede sugerir que es una posible fuente para el 
aislamiento de las bacterias analizadas en este trabajo. Otra 
fuente potencial es el ambiente donde habita el ganado, ya 
que las especies de Klebsiella son habitantes comunes de 
esos lugares [2]. Se ha descrito que el uso de antibióticos en 
ganado bovino, para el tratamiento de infecciones o como 
promotores de crecimiento, es uno de los principales factores 
que contribuye a la evolución de bacterias resistentes 
[29]. Por lo descrito anteriormente, nuestros datos y los 
reportes de la literatura sugieren que la ingesta de leche 
sin pasteurizar podría contribuir a que el consumidor entre 
en contacto con Klebsiella spp. y servir como reservorio. 
Además, se ha descrito que en infecciones intrahospitalarias 
por K. pneumoniae, los portadores gastrointestinales de la 
bacteria son la principal fuente de diseminación [30].

Por otro lado, las bacterias estudiadas presentaron 
resistencia a tres o cuatro de los biocidas analizados, lo 
cual sugiere que se han co-seleccionado los mecanismos de 
resistencia a antibióticos y biocidas, aunque se requiere más 
trabajo experimental para confirmar o descartar la hipótesis. 
Al respecto, estudios realizados en diferentes regiones, han 
mostrado la coexistencia de mecanismos de resistencia a 
biocidas y antibióticos en elementos genéticos móviles, 
por lo cual se ha estipulado que la resistencia a biocidas 
puede favorecer la resistencia y distribución de genes de 
virulencia [9,13]. Cabe resaltar la resistencia a triclosán de 
tres aislados, los cuales mostraron CMI superiores a 1.024 
µg/mL. En este sentido algunos reportes de la literatura 
han descrito que los valores de CMI de triclosán para K. 
pneumoniae de diversos orígenes son de alrededor de 2 µg/
mL o menores [13,14]. Lo anterior indica que esos aislados 
probablemente tienen uno o más mecanismos de resistencia 
al compuesto. Los principales mecanismos de resistencia 
bacteriana a triclosán incluyen la sobre expresión de 
la proteína FabI, el blanco principal del compuesto, la 
expresión de versiones mutantes u homólogos de FabI, 
y la sobre expresión de transportadores que expulsan el 
compuesto, entre otros [31].

Los estudios de diversidad genética de K. pneumoniae se 
han enfocado principalmente a las obtenidas de muestras 
clínicas, y más recientemente se han empezado a estudiar las 
de origen bovino. Por ejemplo, K. pneumoniae aisladas de 
leche de vacas con mastitis presentan diferentes genotipos, 
incluso en aislados de una misma vaca [32]. De acuerdo con 
lo anterior, los resultados obtenidos en este trabajo indican 
que los 20 aislados presentan más del 78% de similitud 
genética y se incluyeron en tres grupos de entre dos y 13 

Figura 2. Relación genética de las 20 Klebsiella pneumoniae aisladas de leche de vaca. De acuerdo a la similitud en los patrones de bandas se incluyeron 
en tres grupos principales (I-III). También se muestran los genes de virulencia y de resistencia a antibióticos encontrados en los aislados, así como la 
clasificación de acuerdo con la capacidad de formación de biopelículas en fuertes (F), moderados (M), débiles (D) y negativos (N).
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aislados de K. pneumoniae. Además, en el análisis mediante 
ERIC-PCR, los aislados integrantes de los grupos I y II, que 
presentaron la mayor similitud, también arrojaron patrones 
similares de genes de resistencia, virulencia y formación 
de biopelículas, reafirmando su similitud, mientras que el 
grupo III fue más heterogéneo.

Se ha descrito que los principales factores de virulencia 
de K. pneumoniae son la cápsula, lipopolisacáridos, 
sideróforos y fimbrias, además de otros factores adicionales 
[33]. De acuerdo con lo anterior, en los aislados de leche 
se detectaron genes relacionados con fimbrias tipo 1 y 3 
(cuatro y 15 aislados respectivamente), con síntesis de 
lipopolisacáridos y ureasa (siete aislados), y de sideróforos 
(ocho aislados). Además, ninguno de los serotipos 
capsulares de mayor importancia en clínica (K1 y K2) fue 
detectado en las bacterias estudiadas. Destacaron también 
cinco aislados en los que se detectó la combinación de seis 
genes de virulencia (fimH-entB-mrkD-uge-ureA-wabG), que 
incluyen genes de síntesis de lipopolisacáridos, fimbrias, 
sideróforos y ureasa, además que son formadores fuertes de 
biopelículas y multirresistentes a los antibióticos. Todo esto 
sugiere que tienen elevado potencial de virulencia. Acorde 
con lo anterior, se ha observado en modelos murinos que la 
virulencia de K. pneumoniae se relaciona directamente con 
el repertorio de genes que posea la bacteria [34].

En conclusión, los resultados obtenidos en este trabajo 
revelan que aislados de K. pneumonie con características 
genéticas y fisiológicas diversas se encuentran circulando 
en la leche de vaca de consumo local, las cuales, de acuerdo 
con los patrones de multirresistencia y perfiles de genes de 
virulencia obtenidos, representan un riesgo potencial para 
la salud de los consumidores de leche sin pasteurizar o 
productos elaborados a partir de ella, como el queso fresco. 
Sin embargo, este primer estudio exploratorio se limitó a 
analizar dos establos en un lapso de tiempo corto, por lo 
que de acuerdo a los resultados obtenidos, se considera 
importante expandir el análisis en un tamaño de muestra 
más representativo de la cuenca lechera de La Ciénega de 
Chapala, Michoacán, con el fin de conocer más a fondo la 
distribución bacterias resistentes a antibióticos y biocidas, 
su potencial de virulencia en leche de vaca sin pasteurizar 
y en los productos derivados de ella, así como relacionar 
la resistencia a los antibióticos con el uso de estos en la 
industria lechera.
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