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Resumen 

La diseminación de clones epidémicos de Klebsiella pneumoniae productor de carbapenemasa 

(Kp-PC) es un problema de salud a nivel mundial, con importantes repercusiones clínicas, 

terapéuticas y epidemiológicas. El éxito de estos clones epidémicos se relaciona con múltiples 

factores, como la adquisición de genes de resistencia antimicrobiana, destacando los que 

codifican carbapenemasas. Por otro lado, factores que intervengan en la capacidad de 

adaptación a condiciones ambientales adversas, podrían contribuir en mayor o menor medida 

en su comportamiento epidémico. En este contexto, en este trabajo se ha estudiado la 

sensibilidad reducida a biocidas (SBR) y la capacidad de formación de biopelícula en aislados de 

Kp-PC.  

Se ha observado que la actividad de los biocidas evaluados frente a Kp-PC (povidona yodada, 

digluconato de clorhexidina, cloruro de benzalconio, hipoclorito de sodio, etanol, solución 

hidroalcohólica y triclosán) es independiente del tipo de clon (epidémico o no epidémico), por 

lo que no se puede relacionar el comportamiento epidémico con la SRB. Tampoco se ha 

relacionado la presencia de los genes de bombas de expulsión evaluados (cepA, acrAB, kpnEF, 

oqxAB, smvAR, qacEΔ1, qacE y qacA) con los valores de CMI de los biocidas estudiados.   

Respecto a la capacidad de formación de biopelícula, se ha observado que a temperatura 

ambiente (25ºC), los aislados de clones epidémicos tienen una capacidad de formación de 

biopelículas superior a la de los aislados de clones no epidémicos. Además, en cuatro aislados 

epidémicos (ST512/KPC-3, ST258/KPC-3, ST15/OXA-48 y ST11/OXA-48) se ha analizado la 

viabilidad y dinámica de formación de la biopelícula y se ha observado que a 25ºC permanecen 

viables durante 2 meses. Por otra parte, se ha estudiado el operón que codifica la fimbria de 

tipo 3 (mrkABCDF) y se ha comprobado que está altamente conservado en los aislados de Kp-PC 

estudiados. Además, se ha observado que la expresión relativa del gen mrkA está asociada con 

la capacidad de formación de biopelícula.  

Finalmente, respecto a efecto de los biocidas en la formación de biopelícula se ha observado 

que los aislados de clones epidémicos analizados son capaces de permanecer viables hasta 2 

meses en biopelículas expuestas a las concentraciones subletales de los biocidas estudiados a 

temperatura ambiente. También, se ha observado que concentraciones subletales de 

clorhexidina y triclosán pueden favorecer la formación de biopelícula a temperatura ambiente. 

Por otro lado, povidona yodada es el biocida con mayor efecto en la reducción de la capacidad 

de formación de biopelículas y de la viabilidad en las mismas.   
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1.1. Klebsiella pneumoniae 

1.1.1. Taxonomía  

El género Klebsiella fue descrito por Trevisan en 1885 y debe su nombre al bacteriólogo alemán 

Theodor Albrecht Edwin Klebs1. La especie Klebsiella pneumoniae fue descrita por Schroeter en 

1886 y por Trevisan en 1887, aunque este microorganismo había sido previamente reconocido 

cómo patógeno causante de neumonía por Carl Friedlaender en 18822,3. 

El género Klebsiella, miembro del orden Enterobacterales y de la familia Enterobacteriaceae, 

originalmente se dividió en 3 especies causantes de infección en el ser humano: K. pneumoniae, 

Klebsiella ozaenae y Klebsiella rhinoscleromatis4. Ørskov reclasificó en 1984 K. ozaenae y K. 

rhinoscleromatis como subespecies de K. pneumoniae (Tabla 1)5. La introducción continua de 

nuevas técnicas, principalmente moleculares, ha supuesto cambios importantes en la 

clasificación bacteriana, por lo que la taxonomía del género Klebsiella está en constante revisión, 

no sin cierta controversia5. Ejemplo de ello es la reclasificación realizada por Drancourt y 

colaboradores en 2001 de Klebsiella terrigena, Klebsiella planticola y Klebsiella ornithinolytica 

en un nuevo género denominado Raoultella o el reciente cambio de género de Enterobacter 

aerogenes a Klebsiella aerogenes propuesto por Tindall y colaboradores en 20176,7. 

Las técnicas de secuenciación masiva de genomas completos (WGS por sus siglas en inglés, 

whole genome sequencing), han permitido establecer el complejo K. pneumoniae como un 

grupo sin una designación taxonómica formal (Figura 1), constituido por 7 especies o 

subespecies con una identidad de nucleótidos promedio del 95-96% con K. pneumoniae: K. 

pneumoniae, Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae, Klebsiella variicola subsp. 

variicola, K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae, K. variicola subsp. tropica, Klebsiella 

quasivariicola y Klebsiella africana (Kp1 a Kp7, respectivamente)3. 

  



 

 

Tabla 1. Taxonomía de K. pneumoniae obtenida en “List of Prokaryotic names with Standing in 
Nomenclature”, la cual incluye la nomenclatura citada en “Approved Lists of Bacterial Names” o publicada 
en “International Journal of Systematic Bacteriology” o “International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology”2. 

Clasificación taxonómica 

Dominio Bacteria 

Filo Proteobacteria 

Clase Gammaproteobacteria 

Orden Enterobacterales 

Familia Enterobacteriaceae 

Género Klebsiella 

Especie K. pneumoniae 

Subespecies 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae 

K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis 

K. pneumoniae subsp. ozaenae 

 

 

 

 
Figura 1. Taxonomía del complejo K. pneumoniae por WGS3. 
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1.1.2. Características generales 

K. pneumoniae es una bacteria que se caracteriza desde el punto de vista microbiológico por ser 

un bacilo Gram negativo, encapsulado, anaerobio facultativo, oxidasa negativo, catalasa 

positivo, fermentador de lactosa y glucosa, no formador de esporas y no móvil (Tabla 2) 8,9. 

Tabla 2. Caracterización bioquímica de las subespecies de K. pneumoniae. 

 K. pneumoniaea 

 subsp. 
pneumoniae 

subsp. 
rhinoscleromatis 

subsp. 
ozaenae 

Indol - - - 
Ornitina descarboxilasa - - - 
Reacción Voges-Proskauer + - - 
Urea + - - 
Utilización del malonato + + - 
ONPG + - v 
Crecimiento a 10ºC - - - 
Fermentación D-melecitosa - - - 

a Datos obtenidos en las referencias5,8,10. -: reacción negativa, +: reacción positiva, v: reacción variable. 

 

1.1.3. Epidemiología y problema de salud pública 

K. pneumoniae se encuentra ampliamente distribuido en plantas, animales y el medio ambiente 

(agua y suelo). Además, este microorganismo forma parte de la microbiota humana, colonizando 

principalmente la nasofaringe y el tracto digestivo5,9,11.  

K. pneumoniae es también un patógeno oportunista y uno de los principales agentes causantes 

de infecciones nosocomiales, principalmente en pacientes inmunocomprometidos, con 

comorbilidades o sometidos a procedimientos invasivos12,13. K. pneumoniae forma parte del 

grupo ESKAPE, junto con Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.14. Los patógenos de este grupo se 

caracterizan por ser la principal causa de infecciones nosocomiales a nivel mundial, adquirir con 

relativa frecuencia determinantes de resistencia antimicrobiana y, la mayoría de ellos, por su 

virulencia14–16. La infección adquirida en la comunidad es menos habitual, siendo las más 

frecuentes las del tracto urinario (ITU) (4,3-7%) y la neumonía13,17,18. 

Las infecciones nosocomiales más comunes causadas por K. pneumoniae son ITU, neumonía y 

bacteriemia17,19. Según datos de la red HAI-Net del “European Centre for Disease Prevention and 

Control” (ECDC), en 2011-2012 Klebsiella spp. fue el tercer patógeno por frecuencia causante de 

ITU e infecciones del tracto respiratorio inferior y neumonía, y el cuarto en bacteriemia 

relacionada con la asistencia sanitaria20. Según datos de 2016 y 2017 de la misma red, Klebsiella 



 

 

spp. sería el segundo patógeno más frecuentemente aislado en ITU y el tercero en infecciones 

del tracto respiratorio, en pacientes institucionalizados y que reciben tratamiento antibiótico21. 

Los principales factores de riesgo para adquirir una infección por K. pneumoniae, tanto 

nosocomial como comunitaria, son las alteraciones del sistema inmune del paciente, causadas 

por enfermedades subyacentes (p. ej. cáncer, diabetes mellitus) o tratamientos que generen 

neutropenia, ingresos hospitalarios previos y procedimientos médicos invasivos (p. ej. inserción 

de catéteres, intubación)17,19. El principal reservorio de K. pneumoniae es el tracto 

gastrointestinal de los pacientes colonizados por K. pneumoniae, siendo dicha colonización más 

elevada en pacientes hospitalizados o que han recibido tratamiento antibiótico previo12,17,19,22. 

Diversos estudios han demostrado que la colonización intestinal se relaciona con un aumento 

del riesgo de infección por K. pneumoniae. En un estudio realizado en un hospital terciario, el 

riesgo de infección fue del 5,2% en pacientes colonizados y del 1,3% en los no colonizados, 

mientras que en otro estudio realizado en pacientes de UCI, el riesgo fue del 16% en pacientes 

colonizados frente a un 3% en los no colonizados12,22. Igualmente, la colonización orofaríngea es 

un factor de riesgo para la neumonía por K. pneumoniae asociada a ventilación mecánica17. La 

edad supone un factor de riesgo adicional, siendo los ancianos y los neonatos, particularmente 

aquellos que son prematuros o se encuentran ingresados en la UCI, los grupos de edad más 

afectados17. 

Específicamente en el caso de la neumonía, tanto la adquirida en la comunidad como la 

nosocomial, hay que añadir factores que incrementan el riesgo de aspiración, como la 

intoxicación por alcohol, la radioterapia y la intubación endotraqueal17. En el caso de la 

neumonía adquirida en la comunidad, también hay que incluir procesos que implican 

alteraciones de las defensas del tracto respiratorio (p. ej. deficiencia en el aclaramiento 

mucociliar, inmunosupresión), alcoholismo crónico, enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

y diabetes17. En cuanto a la bacteriemia nosocomial, los principales factores de riesgo incluyen 

neoplasias, diabetes mellitus, enfermedad hepática crónica, trasplante de órganos sólido y 

diálisis17. 

Hay que destacar la emergencia de cepas de K. pneumoniae hipervirulentas (Kphv), 

principalmente en la zona del este de Asia23,24. Estas cepas producen infecciones comunitarias 

en individuos sanos, siendo el absceso hepático en ausencia de enfermedad del tracto biliar el 

síndrome clínico característico23. Se trata de una infección metastásica, por lo que es 

característico que se produzcan infecciones del sistema nervioso central, neumonía y 

endoftalmitis23. La mayoría de las cepas de Kphv pertenecen a ciertos grupos clonales, siendo el 
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más importante el CG23, que incluye secuenciotipos como ST23, ST26, ST57 y ST63323. Entre los 

factores de virulencia que las caracterizan se encuentran el aumento de la producción de cápsula 

y una elevada frecuencia de los tipos capsulares K1 y K223. Estos tipos de cápsula podrían 

incrementar la supervivencia y diseminación de Kphv, al prevenir la fagocitosis debido a su 

composición24. La emergencia de cepas de Kphv que además presentan resistencia a múltiples 

fármacos genera especial preocupación23,24. 

1.1.4. Resistencia a betalactámicos en K. pneumoniae 

El desarrollo de resistencia a los antimicrobianos es un proceso adaptativo natural en los 

microorganismos, y fue descrito incluso antes de que el uso de estos fármacos fuese habitual25. 

En la actualidad, la resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en uno de los principales 

problemas de salud pública a nivel mundial25. Se estima que causa unas 700.000 muertes 

anuales y que, en caso de que no se tomen medidas eficaces, estas muertes podrían 

incrementarse a 10 millones en 205025. Según el informe del ECDC de 2022, más de un tercio de 

los aislados de K. pneumoniae en Europa en 2020 fue resistente a al menos uno de los 

antibióticos bajo vigilancia de rutina (fluoroquinolonas, cefalosporinas de tercera generación, 

aminoglucósidos y carbapenémicos)26. Los grupos de antimicrobianos con mayores tasas de 

resistencia fueron las cefalosporinas de tercera generación (33,9%), las fluoroquinolonas 

(33,8%), los aminoglucósidos (23,7%) y los carbapenémicos (10,0%)26. La resistencia a más de un 

grupo de antimicrobianos fue frecuente, siendo la resistencia a fluoroquinolonas, cefalosporinas 

de tercera generación y aminoglucósidos el fenotipo de resistencia combinada más habitual3,26. 

Los porcentajes de resistencia son muy variables en función del área geográfica, aunque fueron 

superiores al 50% para cefalosporinas de tercera generación en un 44% de los países 

participantes y a carbapenémicos en un 15%26. 

Los antibióticos betalactámicos son la familia de antimicrobianos más utilizada como 

tratamiento de infecciones causadas por Enterobacterales de fenotipo salvaje, incluyendo K. 

pneumoniae27. El uso excesivo o no controlado de betalactámicos ha contribuido, junto con 

otros factores como la ausencia de programas eficaces de control y vigilancia de la resistencia a 

antimicrobianos, a que las tasas de resistencia a betalactámicos alcancen cifras muy 

preocupantes28.  

Los aislados clínicos de K. pneumoniae son intrínsecamente resistentes a las aminopenicilinas 

(p. ej. ampicilina) debido a la producción de SHV-1, una betalactamasa de clase A codificada por 

el gen cromosómico blaSHV-1
11,29 . No obstante, K. pneumoniae puede desarrollar o adquirir 

resistencia a otros betalactámicos de mayor espectro como cefalosporinas de tercera y cuarta 



 

 

generación y carbapenémicos16. El principal mecanismo de resistencia a betalactámicos, 

incluidos los de amplio espectro, es la producción de enzimas que hidrolizan estos 

antimicrobianos, denominadas betalactamasas, entre las que destacan, por su relevancia clínica 

y epidemiológica, las de espectro extendido (BLEE), las carbapenemasas adquiridas y, en menor 

medida, las de tipo AmpC plasmídica17. Además de este mecanismo enzimático, se han descrito 

otros mecanismos de resistencia a betalactámicos con menor relevancia clínica, como la pérdida 

de porinas, la sobrexpresión de bombas de expulsión o mutaciones en la diana (PBP), que 

pueden presentarse solos o asociados a la hiperproducción o la adquisición de 

betalactamasas11,30,31. 

1.1.4.1. Producción de BLEE. 

La incidencia de K. pneumoniae productor de BLEE ha alcanzado tasas endémicas de hasta el 

50% en muchas partes del mundo según la OMS16. Según datos publicados por el ECDC en 2017, 

la mayoría (87,8%) de los aislados de K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de tercera 

generación fueron productores de BLEE32. Las principales BLEE descritas en K. pneumoniae 

pertenecen 3 grupos o familias diferentes (CTX-M, SHV y TEM), siendo las más frecuentes las de 

tipo CTX-M, y en particular CTX-M-1516,33. En un estudio realizado en Enterobacterales aislados 

en muestras clínicas entre 2013 y 2017 en Europa, se detectó la presencia de BLEE en el 35,5% 

de los aislados de K. pneumoniae y CTX-M-15 fue la más frecuente (77-90% en función de la 

región)34. 

1.1.4.2. Producción de AmpC plasmídicas. 

En K. pneumoniae también se han detectado cefalosporinasas de tipo AmpC codificadas en 

genes plasmídicos (blaCMY, blaDHA, blaFOX y blaMOX) o en genes integrados en el cromosoma (blaCMY-

2)16. Estas betalactamasas, parece que son menos frecuentes que las BLEE, por lo que suelen 

tener menor relevancia clínica y epidemiológica que las BLEE 35. 

1.1.4.3. Producción de carbapenemasas 

La diseminación de resistencia a carbapenémicos en Europa merece especial atención por sus 

repercusiones terapéuticas y epidemiológicas. Los carbapenémicos son antimicrobianos 

betalactámicos que se utilizan como tratamiento de elección en infecciones producidas por 

bacterias Gram negativas multirresistentes productoras de BLEE y AmpC36. Ello se debe a que 

estos antimicrobianos generalmente no son hidrolizados por estas betalactamasas, y a que se 

asocian con menores tasas de fracaso terapéutico que otras alternativas terapéuticas en las 

infecciones causadas por productores de BLEE (p. ej. fluoroquinolonas)36. En Europa, en el 

periodo 2016-2020, la resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae ha ido en aumento (del 
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8,4% al 10%, datos excluyendo Reino Unido)26. Según datos del ECDC de 2020, el porcentaje de 

aislados de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos fue muy variable en función del área 

geográfica, desde la ausencia de detección en Estonia, Islandia y Eslovenia a una prevalencia del 

48,3% en Rumanía o del 66,3% en Grecia26. 

El aumento de la resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae se debe principalmente a la 

diseminación de clones bacterianos epidémicos, también conocidos como clones de alto riesgo 

o exitosos (ver más adelante), y a la adquisición de carbapenemasas de origen plasmídico16,37. 

Las carbapenemasas son las betalactamasas con el espectro de acción más amplio (Tabla 3). 

Estas enzimas hidrolizan la práctica totalidad de los betalactámicos, incluyendo los 

carbapenémicos, y la mayoría son resistentes a los inhibidores clásicos de betalactamasas (p. ej. 

ácido clavulánico, sulbactam, tazobactam)38. En la Tabla 3 se recogen las características más 

relevantes de las carbapenemasas. Desde el punto de vista molecular y funcional las 

carbapenemasas pueden clasificarse en 3 grupos: 

• Clase A (grupo 2f de Bush): el mecanismo de hidrólisis implica una serina en el 

sitio activo de la carbapenemasa39. Las carbapenemasas de este grupo pueden hidrolizar 

penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos de forma variable39. La 

mayoría son inhibidas por inhibidores clásicos de betalactamasas, cómo ácido clavulánico, 

sulbactam y tazobactam39. Incluye enzimas codificadas por genes localizados en el 

cromosoma (p. ej. IMI-1/Nmc-A, grupo SME, SHV-38, SFC-1) o en plásmidos (p. ej. grupo KPC 

[Klebsiella pneumoniae carbapenemase], grupo GES e IMI-2)40. En el caso de los 

microorganismo Gram negativos, son más frecuentes las carbapenemasas codificadas por 

genes plasmídicos, que suelen estar acompañadas de otros genes de resistencia, como los 

que codifican CTX-M-15, o genes de resistencia a aminoglucósidos, entre otros, lo que da 

lugar a aislados multiresistentes39,41,42. 

 

Entre las carbapenemasas de clase A hay que destacar las del grupo KPC, particularmente en 

K. pneumoniae, por su amplia diseminación y la elevada tasa de mortalidad de las infecciones 

causadas por cepas que las producen (40% de media, con variaciones geográficas y en 

función de las comorbilidades de los pacientes estudiados)38,43. Estas enzimas son muy 

eficientes en la hidrólisis de cefalotina, cefaloridina, bencilpenicilina, ampicilina y 

piperacilina38. Además, no son inhibidas por los inhibidores de betalactamasas clásicos como 

ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam, pero sí por los nuevos inhibidores avibactam y 

relebactam44. Este amplio espectro de acción limita las opciones terapéuticas, siendo 



 

 

necesario utilizar antimicrobianos con elevada toxicidad, como colistina, o nuevos fármacos, 

como ceftazidima-avibactam o imipenem-relebactam, entre otros, para los cuales se ha 

descrito el desarrollo de resistencia durante el tratamiento45,46. 

Las carbapenemasas del grupo KPC se describieron por primera vez en 1996 en EEUU47. Se 

han descrito numerosas variantes (más de 44 hasta la fecha), aunque KPC-2 y KPC-3, 

asociadas a los clones epidémicos de K. pneumoniae ST258 y ST512 respectivamente, son las 

más prevalentes y estudiadas40,48,49. La diseminación de K. pneumoniae productor de KPC se 

debe principalmente a la expansión de clones epidémicos16,40. En Europa y EEUU predomina 

el clon ST258 mientras que en Asia, principalmente en China y Taiwán, predomina el clon 

ST1140. K. pneumoniae productor de KPC es endémica en muchos países (p. ej. Estados 

Unidos, China, Italia, Polonia, Grecia, Israel, Brasil, Argentina, Colombia, Taiwán) y también 

se ha descrito su diseminación esporádica en diversos países de Europa, incluyendo España, 

produciendo brotes nosocomiales40,50–52. 

• Clase B (grupo 3 de Bush) o metalobetalactamasas (MBL): el mecanismo de 

acción de este grupo de carbapenemasas difiere del de las de clase A y D en que requieren 

zinc u otro catión divalente en su centro activo, por lo que son inhibidas por quelantes de 

cationes divalentes, como el EDTA o el ácido dipicolínico38,40,53. 

El espectro de acción es amplio e incluye prácticamente todos los betalactámicos, excepto 

los monobactámicos, como aztreonam40. Con frecuencia se detecta en aislados que también 

producen BLEE o AmpC, lo que les confiere resistencia a aztreonam, suponiendo un reto 

terapéutico54,55. Se están evaluando nuevos antimicrobianos como el cefiderocol o 

combinaciones de aztreonam con betalactámicos asociados a inhibidores de betalactamasas 

(p. ej. ceftazidima-avibactam) como opciones terapéuticas55,56. 

Los genes que codifican MBL suelen estar codificados en plásmidos lo que facilita su 

diseminación57. Las MBL se dividen en tres subclases (B1, B2 y B3), siendo la más relevante y 

frecuente la subclase B1, que incluye las de los grupos VIM (Verona integron-encoded 

metallo-beta-lactamase), IMP (imipenemasa) y NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase)31. 

- VIM: frecuente en P. aeruginosa (principalmente VIM-2) y aunque su incidencia en 

Enterobacterales es esporádica (principalmente VIM-1 y VIM-4), se han descrito en 

todo el mundo y son endémicas en Europa (Grecia, España, Hungría y Italia)58–61. 
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- IMP: asociadas principalmente a P. aeruginosa y, en menor grado, a Enterobacterales 

(principalmente K. pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter spp.), los cuales se 

detectan principalmente en la zona de Asia-Pacífico62. 

- NDM: se ha diseminado a nivel mundial aunque su prevalencia es heterogénea40. Es 

endémica en India, Pakistán y Bangladesh, aunque otras regiones se consideran 

reservorios secundarios como la península balcánica, Oriente Medio y el norte de 

África40,63,64. Además se ha descrito su diseminación esporádica muchos países como 

por ejemplo España, Francia, Reino Unido, Italia, Canadá o Colombia40,65.  

• Clase D (grupo 2d de Bush): al igual que en las carbapenemasas de clase A, el 

mecanismo de hidrólisis implica una serina en el sitio activo38. También se las conoce como 

oxacilinasas porque hidrolizan preferentemente la oxacilina frente a las penicilinas clásicas66. 

Este tipo de carbapenemasas hidrolizan de forma eficiente las penicilinas (especialmente 

amino, carboxi y ureidopenicilinas) y cefalosporinas de espectro reducido (p. ej. cefalotina)30. 

Tienen actividad limitada frente a cefalosporinas de amplio espectro, especialmente 

ceftazidima, y su inhibición por la mayoría de inhibidores de betalactamasas como ácido 

clavulánico o tazobactam es limitada30. En general, la actividad carbapenemasa es débil, y es 

necesario que el aislado, presente otros mecanismos de resistencia, como la presencia de 

promotores fuertes corriente arriba del gen de la carbapenemasa que aumenta su expresión, 

la pérdida de porinas o la presencia de BLEE y/o AmpC plasmídicas, para que se genere 

resistencia a carbapenémicos de alto grado30. 

La primera carbapenemasa del grupo OXA-48 fue descrita en 2001 en Estambul en un aislado 

de K. pneumoniae y se diseminó de forma muy eficaz, produciendo un brote durante los años 

2006 y 200767,68. Las carbapenemasas del grupo OXA-48 son las más prevalentes en ciertas 

regiones del mundo y están emergiendo en aquellas zonas donde no son endémicas30. K. 

pneumoniae es el patógeno nosocomial productor de OXA-48 más frecuente30. Según datos 

del ECDC, los Enterobacterales productores de carbapenemasa del grupo OXA-48 se 

consideran de "diseminación interregional" en España, Francia, Bélgica y Rumania69. Fuera 

de Europa, se han descrito en Oriente Medio, África, Asia y Sudamérica y son infrecuentes en 

EEUU70. Hay que tener en cuenta que la prevalencia puede ser mayor a la descrita dado que 

su detección por métodos fenotípicos es complicada30,71. La diseminación global de blaOXA-48 

está asociada principalmente a la transmisión horizontal mediante plásmidos altamente 

transmisibles IncL/M, aunque la diseminación clonal también juega un papel en clones 

epidémicos de K. pneumoniae (ST147 , ST307, ST15 y ST14) o de E. coli (ST38 y ST410)30.   



 

 

Tabla 3. Perfil de hidrolisis y principales características de las carbapenemasas. +: hidrólisis fuerte, ±: hidrólisis 
débil, -: hidrólisis no descrita. Adaptado de Queenan, Aghamali y Giske y colaboradores38,72,73. 

     Perfil de hidrólisis 

Clase1 Grupo 
funcional2 

Sitio 
activo 

Sinergia con 
meropenem 

Enzima P CE CEE AZ CP 

A 2f Serina 
Ácido clavulánico 

y ácido fenilborónico 

NMC + + + + + 

IMI + + + + + 

SME + + ± + + 

KPC + + + + + 

GES + + + - ± 

B1 3 Zinc 
EDTA y ácido 
dipicolínico 

IMP + + + - + 

VIM + + + - + 

GIM + + + - + 

SPM + + + - + 

D 2d Serina - OXA + + ± - ± 
1 Clasificación de Ambler, basado en el tamaño molecular y homología entre los aminoácidos del sitio 
activo. Existen 4 clases moleculares (A, B, C y D) con subclases.  
2 Clasificación de Bush y Jacoby basado en el espectro de acción y respuesta a los inhibidores. 
P: penicilinas, CE: cefalosporinas, CEE: cefalosporinas de espectro extendido, AZ: aztreonam, CP: 
carbapenémicos. 
 

Según datos del ECDC de 2018, K. pneumoniae productor de carbapenemasa (Kp-PC) era 

endémico en Grecia, Italia, Malta y Turquía (Figura 2)74. En un estudio longitudinal realizado 

entre 2013 y 2017 con aislados clínicos de Enterobacterales, se observó que la mayoría de los 

genes de carbapenemasas (85,8%) se detectaron en K. pneumoniae, siendo los genes que 

codifican carbapenemasas del grupo KPC (51,8%), OXA-48 (38,8%) y del grupo NDM (8,3%) los 

más frecuentes en esta especie. Además, se observó que la presencia de genes que codifican 

carbapenemasas del grupo KPC se mantuvo relativamente constante mientras que se detectó 

un incremento notable de los que codifican carbapenemasas de los grupos OXA-48 y NDM 

durante el periodo de estudio34. En España, en el periodo 2016-2020, la resistencia a 

carbapenémicos en K. pneumoniae se ha incrementado de forma significativa (2,1-4,7%)26. 

Según datos del estudio EuSCAPE 2015, las carbapenemasas más frecuentes en K. pneumoniae 

eran las del grupo OXA-48, seguidas de las del grupo VIM37. La posterior diseminación de genes 

que codifican carbapenemasas de los grupos KPC y NDM hacen necesario la realización de 

estudios de prevalencia a nivel nacional más actualizados37. En Andalucía, los datos obtenidos 

por el programa PIRASOA (Programa integral de prevención y control de las infecciones 

relacionadas con la asistencia sanitaria y uso apropiado de los antimicrobianos) en el periodo 
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2014-2018, indican que K. pneumoniae fue la especie productora de carbapenemasa más 

frecuente y que KPC-3 y OXA-48 fueron las carbapenemasas detectadas con mayor frecuencia75. 

Además, en 2018 se observó un incremento en las MBL asociado a varios brotes75. 

 
Figura 2. Epidemiología de Kp-PC en Europa en (datos hasta Julio 2018)74. 

 

1.1.5. Detección de carbapenemasas en el laboratorio 

La detección de carbapenemasas en el laboratorio de Microbiología Clínica puede realizarse por 

métodos fenotípicos, proteómicos, inmunológicos o moleculares. Entre los métodos fenotípicos 

destacan el cribado con medios selectivos cromogénicos (p. ej. BrillianceTM CRE [Oxoid], 

ChromID® CARBA SMART [bioMérieux]), la difusión con discos combinados, pruebas 

colorimétricas (p. ej. β Carba testTM [Bio Rad], Rapidec® Carba NP [bioMérieux]) y métodos de 

inactivación del carbapenémico (p. ej. CIM, mCIM, zCIM)76. La  espectrometría de masas (MALDI-

TOF) es el método proteómico más utilizado y la inmunocromatografía de flujo laminar (p. ej. 

NG-Test Carba 5TM [NG Biotech]) el método inmunológico más utilizado76. Entre los métodos 

moleculares destacan métodos de PCR múltiplex (p. ej. Xpert Carba-R® [Cepheid]), microarrays 

(p. ej. algunos paneles de Biofire® Filmarray® [bioMérieux]), y secuenciación del genoma 

completo76. 

La detección fenotípica de carbapenemasas puede resultar compleja, especialmente las del 

grupo OXA-48. Algunas variantes (p. ej. OXA-163, OXA-232, OXA-405) tienen una baja eficacia 

catalítica frente a carbapenémicos o una expresión reducida o moderada de la enzima, por lo 



 

 

que suelen ser sensibles in vitro, con valores de CMI a carbapenémicos inferiores a 0,25 mg/L71. 

Para su detección es necesario recurrir a técnicas inmunocromatográficas o moleculares71. Por 

otro lado, en la resistencia a carbapenémicos pueden estar implicados otros mecanismos de 

resistencia, como por ejemplo alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa 

mediada por la ausencia o disminución de la expresión de porinas, o incluso otras 

betalactamasas (p. ej. BLEE, AmpC plasmídica)73. 

1.1.6. K. pneumoniae como reservorio de genes de carbapenemasas  

K. pneumoniae se caracteriza por presentar una gran capacidad para capturar plásmidos que 

contienen genes de resistencia antimicrobiana y por tener una amplia distribución en diferentes 

entornos (p. ej. hospitalario, comunitario, industria alimentaria, medio ambiente) y huéspedes 

(humano, animales, plantas)11. Estas características permiten que este microorganismo pueda 

actuar como reservorio de genes de carbapenemasas, así como de otros genes de resistencia 

antimicrobiana, y participar en su diseminación entre diferentes nichos ecológicos11. Por ello, el 

control de la diseminación de Kp-PC requiere un enfoque “One Health”, es decir, un abordaje 

multidisciplinar, que tenga en cuenta la interacción entre personas, animales domésticos y 

salvajes, plantas y el medio ambiente.77. 

Como se ha comentado previamente, el principal reservorio de K. pneumoniae en el entorno 

hospitalario es la colonización gastrointestinal de los pacientes hospitalizados, aunque también 

se han descrito reservorios ambientales (p. ej. superficies, desagües, dispositivos médicos) que 

pueden contribuir en su diseminación facilitando la aparición de brotes22,78–82. El aislamiento de 

pacientes portadores, la higiene de manos del personal sanitario y la limpieza y desinfección del 

entorno son esenciales en el control de infección nosocomial83. 

Los animales también pueden suponer un reservorio de Kp-PC, lo que supone un riesgo potencial 

de transmisión al ser humano84. Se ha aislado Kp-PC en animales de compañía, animales 

destinados a la producción de alimentos y animales salvajes84. Los animales domésticos como 

perros, gatos, pájaros o caballos, pueden ser portadores o tener infecciones causadas por Kp-PC 

(p. ej. productores de OXA-48, KPC-2, VIM-1), generalmente adquiridas de sus dueños o tras 

entrar en contacto con clínicas veterniarias77,84. También se ha descrito Kp-PC en diferentes 

muestras de animales procedentes de la industria alimentaria como K. pneumoniae productor 

de NDM-5 en muestras de heces procedentes de vacas de la industria láctea en China, o K. 

pneumoniae productor de diferentes tipos de carbapenemasas (p. ej. del grupo OXA-48, KPC, 

NDM) en carne de pollo en trabajos realizados en Egipto84. También se ha descrito Kp-PC (p. ej. 

productor de carbapenemasas del grupo OXA-48, NDM-, KPC-2, KPC-3, IMP-4) en muestras de 
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heces de animales salvajes como aves migratorias en Europa y Australia o de jabalíes en un 

trabajo realizado en Algeria84,85. En la Unión Europea, el uso de carbapenémicos en animales 

destinados a consumo humano no está permitido y en animales de compañía está muy 

limitado86. Por otra parte, se ha descrito la presencia de Kp-PC en vegetales para consumo 

humano (p. ej. productor de OXA-48 en diferentes vegetales en Algeria o productor de KPC-2 en 

pepinos en China) y en aguas residuales o tratadas, lo que resulta preocupante por el potencial 

riesgo de contaminación de suelos y alimentos mediante el riego87–89. 

Finalmente, son necesarias estrategias a nivel mundial para el control de la diseminación de Kp-

PC. La introducción de una carbapenemasa en una región puede deberse a la importación desde 

un área endémica, favorecida por la globalización y las diferencias en las normativas entre 

países16. Por ejemplo, la primera NDM-1 fue descrita en 2008 en aislados de K. pneumoniae y E. 

coli de un paciente originario de Suecia que había viajado a la India90. Inicialmente esta 

carbapenemasa estaba asociada a hospitalizaciones en ese continente y ha alcanzado una 

distribución mundial53,90. 

1.1.7. Elementos genéticos móviles implicados en la diseminación de genes que 

codifican carbapenemasas 

Los genes que codifican carbapenemasas pueden localizarse en el cromosoma bacteriano y/o 

en plásmidos de diferentes grupos de incompatibilidad (p. ej. IncFII, IncI2, IncL/M, IncN, IncA/C, 

IncR, IncX, y ColE1)79,91. Las plataformas o elementos genéticos móviles (EGM) implicados en la 

diseminación de carbapenemasas incluyen transposones (p. ej. Tn1999, Tn4401), integrones (p. 

ej. integrones de clase I) y secuencias de inserción (p. ej. ISAba125, ISEcp1) y pueden estar 

asociados a determinantes de resistencia a otros antimicrobianos como aminoglucósidos o 

quinolonas91. 

Las carbapenemasas de clase A codificadas por genes plasmídicos (p. ej. KPC, GES, FRI-1), son 

frecuentes y suelen estar asociados a EGM eficientes39. Los genes blaKPC, están localizados en 

plásmidos conjugativos de gran tamaño (p. ej. IncFIIK1, IncN, IncX3, IncR, IncHI1, IncI2, ColE1), 

con varios replicones que permiten su diseminación entre especies bacterianas diferentes16,39,42. 

Generalmente están asociadas al transposón Tn4401, que presenta una elevada frecuencia de 

movilización y suele contener otros genes de resistencia a betalactámicos (p. ej. blaCTX-M-15), así 

como genes de resistencia otros grupos de antimicrobianos, como aminoglucósidos (p. ej. 

aac(6’)-Ib) o quinolonas (p. ej. qnrA, qnrB)16,39,42,92. 

Los genes que codifican MBL suelen estar localizados en plásmidos o transposones, lo que 

facilita su diseminación57. Estos EGM generalmente contienen determinantes de resistencia a 



 

 

otros grupos de antimicrobianos por lo que los aislados que los portan suelen ser 

multiresistentes57,93. Los genes que codifican carbapenemasas de tipo IMP y VIM generalmente 

se localizan en integrones de clase I57,94. Estos integrones suelen contener determinantes de 

resistencia a otros antimicrobianos como a aminoglucósidos (p. ej. aacA4, aadA1, aadB), 

betalactamasas de clase D p. ej. (blaOXA), cloranfenicol (p. ej. catB), o incluso resistencia a 

antisépticos (p. ej. qacΔG), por lo que sus portadores suelen ser aislados multiresistentes57. 

Generalmente, los genes que codifican IMP están asociados a plásmidos IncL/M e IncA/C y los 

de VIM a plásmidos IncN en K. pneumoniae o IncFI/II en E. coli61. Por el contrario, los genes que 

codifican carbapenemasas del grupo NDM se ha localizado en diferentes contextos genéticos, 

en múltiples tipos de plásmidos (p. ej. IncX3, IncFII, IncC, IncA/C) y suele estar asociado a la 

secuencia de inserción ISAba12557,94. El gen blaNDM-1 suelen estar codificado en plásmidos que 

contienen determinantes de resistencia a betalactámicos de tipo blaCMY, blaTEM, o blaOXA, 

aminoglucósidos (p. ej. rmtA, rmtC) o quinolonas (p. ej. qnrA), dando lugar a aislados 

multiresistentes64. 

Los genes que codifican carbapenemasas del grupo OXA-48 generalmente están codificados en 

plásmidos, aunque se ha descrito su integración en el genoma30. El gen que codifica OXA-48, 

blaOXA-48, está asociado al transposón compuesto Tn1999 o sus variantes (p. ej. Tn1999.2 y 

Tn1999.3) y se localiza principalmente en el plásmido pOXA-48a-like del tipo IncL (IncL/M)30. 

Estos plásmidos son conjugativos, altamente transmisibles, pueden diseminarse entre diferente 

especies de Enterobacterales (p. ej. K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter cloacae) y no suelen 

contener otros genes de resistencia antimicrobiana30. Otros genes de carbapenemasas de este 

grupo están asociadas a otros EGM y plásmidos. blaOXA-181 está asociada a la secuencia de 

inserción ISEcp1 y el transposón Tn2013 insertados en plásmidos IncX3, IncN1, IncT o ColE2, 

blaOXA-232 a la secuencia de inserción ISEcp1 y al transposón Tn2013 localizados en plásmidos 

ColKP3-type y blaOXA-204 al transposón Tn2016 insertados en plásmidos IncA/C30. 

1.1.8. Papel de los clones epidémicos o de alto riesgo de K. pneumoniae en la 

diseminación de genes que codifican carbapenemasas 

La ausencia de una definición estándar de clon epidémico supone un inconveniente a la hora de 

diferenciar un clon epidémico de un clon no epidémico o esporádico95. A pesar de ello, existe 

cierto consenso en las características que debe reunir un aislado para ser considerado epidémico 

o de alto riesgo. Las características principales son tener gran capacidad de diseminación y 

distribución global, capacidad para la adquisición y acumulación de determinantes de 

patogenicidad, supervivencia y resistencia antimicrobiana, capacidad para colonizar, persistir y 

transmitirse de forma eficiente entre hospedadores, poseer una elevada patogenicidad y fitness 
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y tener capacidad para causar infecciones graves y/o recurrentes16,37,95–97. Hay cierta 

controversia sobre si el fenotipo multirresistente es una característica intrínseca de los clones 

epidémicos, ya que la epidemiología y virulencia de los aislados con fenotipo salvaje están 

menos estudiadas95. 

La diseminación de K. pneumoniae productor de BLEE, principalmente CTX-M-15, se debe 

principalmente a la diseminación de diferentes plásmidos exitosos que codifican múltiples 

determinantes de resistencia, aunque también se ha descrito la diseminación de clones 

epidémicos a nivel local (p. ej. ST11, ST15 y ST147 en Hungría o ST490 en Oxfordshire, Reino 

Unido)98,99. Por el contrario, la diseminación mundial de K. pneumoniae no sensible a 

carbapenémicos se debe principalmente a la diseminación de clones epidémicos como los 

pertenecientes al complejo clonal 258 productor de carbapenemasas del grupo KPC, los 

secuenciotipos ST147, ST307, ST14 y ST15 principalmente productores de OXA-48 y los 

secuenciotipos ST11, ST15, ST14, ST147, ST395 y ST405 productores de carbapenemasas del 

grupo NDM30,59,100. En Europa, la expansión de la resistencia a carbapenémicos está causada 

principalmente por transmisión nosocomial a partir de la expansión de clones exitosos 

portadores de carbapenemasa37. Según datos del estudio EuSCAPE, primer estudio sistemático 

de la incidencia y epidemiología de K. pneumoniae no sensible a carbapenémicos que incluye 

aislados de 2013-2014, casi el 70% de los aislados de Kp-PC pertenecen a los secuenciotipos 

ST11, 15, 101, 258/512 o sus derivados, portadores de las carbapenemasas más prevalentes a 

nivel mundial (grupo KPC, grupo OXA-48, grupo NDM , grupo VIM y grupo IMP)37. Según el 

trabajo de Wyres y colaboradores la distribución los secuenciotipos en K. pneumoniae resistente 

a carbapenémicos varía en función de la región, mientras que en el norte y oste de Europa la 

distribución es variada, en el sur predomina el CC258/512 y en el este ST101 seguido de ST11 y 

ST153. En España K. pneumoniae es la principal especie productora de carbapenemasas siendo 

los clones más frecuentes ST15, ST11 y ST405 seguido de ST147 y ST258 y las carbapenemasas 

más frecuentes las de los grupos OXA-48 y VIM seguidas del grupo KPC37,50,101–103. 

1.1.9. Antimicrobianos con actividad frente a K. pneumoniae productor de 

carbapenemasa 

La diseminación de carbapenemasas en K. pneumoniae tiene importantes repercusiones 

terapéuticas, debido a las escasas opciones de tratamiento disponibles, especialmente en 

aislados resistentes a otros grupos de antimicrobianos54,64. En la Tabla 4 se resume la actividad 

de algunas de las opciones terapéuticas en infecciones producidas por Enterobacterales 

productores de carbapenemasas y su indicación104,105. Ceftolozano-tazobactam no presenta 



 

 

actividad frente a Enterobacterales resistentes a carbapenémicos pero sí frente a P. aeruginosa 

resistente a carbapenémicos104,105. 

Tabla 4. Actividad e indicaciones de diferentes opciones terapéuticas frente a Enterobacterales 
productores de carbapenemasa. 

 
Actividad frente a 

carbapenemasas de Indicación 
(FDA/EMA) 

Comentarios 
 

Clase 
A 

Clase 
B 

Clase 
D 

Fosfomicina Sí Sí Sí ITUc/PN  
Ceftazidima-
avibactam 

Sí No Sí 
ITUc/PN, IIAc, 

NH/NVM 
Combinado con 

aztreonam frente a NDM 

Ceftolozano-
tazobactam 

No No No ITUc/PN, IIAc, NN 
Activo frente a P. 

aeruginosa resistente a 
carbapenémicos 

Meropenem-
vaborbactam 

Sí No No 
ITUc/PN, IIAc, 

NH/NVM 
 

Imipenem-
relebactam 

Sí No No 
ITUc/PN, IIAc (FDA); 

NH/NVM y 
bacteriemia (EMA) 

 
 

Cefiderocol Sí Sí Sí 
ITUc/PN, NH/NVM 
(FDA); IGNR (EMA) 

 

EMA: Agencia Europea del Medicamento (por sus siglas en inglés), FDA: Administración de Alimentos y 
Medicamentos de los Estados Unidos (por sus siglas en inglés), IGNR: infecciones producidas por Gram 
negativos resistentes, IIAc: infección intraabdominal complicada, ITUc: ITU complicada, NH: neumonía 
adquirida en el hospital, NN: neumonía nosocomial, NVM: neumonía asociada a ventilación mecánica, PN: 
pielonefritis. Adaptado de Doi y colaboradores y Tompkins y Van Duin104,105. 
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1.2. Biocidas 

Los biocidas, según la Directiva 98/9/CE del Parlamento Europeo, son sustancias activas o 

preparados que contienen una o más sustancias activas, presentados en la forma en que son 

suministrados al usuario, destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la acción o 

ejercer un control de otro tipo sobre cualquier organismo nocivo por medios químicos o 

biológicos106. Un biocida debe ser suficientemente efectivo sin producir efectos no deseados 

directa o indirectamente sobre los organismos diana (p. ej. tolerancia o resistencia cruzada), en 

la salud humana o animal o sobre el medio ambiente, por sí mismo o por sus residuos106. Los 

biocidas, tanto los desinfectantes como los antisépticos, son ampliamente utilizados en el 

entorno sanitario, la industria alimentaria y agrícola y en el ámbito doméstico107. 

La limpieza y el uso de desinfectantes sobre superficies tiene un papel importante en el control 

de la infección nosocomial9,108. La desinfección implica la reducción de la cantidad de 

microorganismos viables a un nivel previamente especificado como apropiado9. Entre los 

desinfectantes de superficies y dispositivos médicos más utilizados encontramos alcoholes, 

cloro y compuestos de cloro, peróxido de hidrógeno, yodóforos, compuestos fenólicos y 

compuestos de amonio cuaternario9. La limpieza y desinfección del entorno sanitario se ha 

demostrado esencial en la prevención de infecciones en el entorno hospitalario causadas por 

algunos patógenos Gram positivos como S. aureus resistente a meticilina (SARM), enterococo 

resistente a vancomicina y Clostridioides difficile, aunque son necesarios más estudios para 

determinar su impacto sobre la prevención de infecciones causadas por 

Enterobacterales78,109,110. El entorno inmediato de un paciente colonizado por Enterobacterales 

multirresistentes se contamina con el mismo genotipo durante períodos prolongados y, aunque 

la limpieza del entorno del paciente puede ayudar a reducir la transmisión potencial, se 

desconoce el impacto de esta medida por sí sola78,111–113. 

Los antisépticos destruyen o inhiben el crecimiento de microorganismos sobre tejidos vivos114. 

Estos productos se utilizan sobre la piel o mucosas para la higiene de rutina, el tratamiento 

previo a una intervención quirúrgica y el tratamiento de infecciones o impregnando materiales 

(p. ej. catéteres, gasas)115. Estos productos deben tener un amplio espectro de actividad biocida, 

presentar una acción rápida, baja absorción y causar poco o ningún daño, irritación o toxicidad 

en el tejido115. Entre los antisépticos más utilizados encontramos los alcoholes, la clorhexidina y 

la povidona yodada115. Aunque existe cierta controversia sobre la eficacia de la antisepsia de la 

piel en estrategias preventivas, la higiene de manos del personal sanitario, que puede ser 

realizada con productos que contienen biocidas, es la principal medida de control de infección 



 

 

nosocomial116–118. Asimismo, la descolonización nasal de SARM previa a ciertas intervenciones 

quirúrgicas (p. ej. cirugía cardiaca, artroplastia de rodilla o cadera) y la antisepsia de la piel es 

una práctica habitual que está asociada a la prevención de infecciones119–122. Por el contrario, la 

descolonización de la piel por Enterobacterales y otros microorganismos Gram negativos 

multirresistentes es más controvertido. En algunos estudios esta práctica se asocia a la 

prevención de infecciones mientras que en otros no se encuentra relación y se advierte de la 

potencial aparición de infecciones causadas por la contaminación de estos productos y la posible 

selección de microorganismos resistentes110,116,123–125. Estas cuestiones justifican la necesidad de 

estudios más exhaustivos sobre su utilización que permitan realizar recomendaciones 

adecuadas en las guías de prevención de infecciones. 

En el caso de K. pneumoniae, es necesario un abordaje multidisciplinar en el control y vigilancia 

de infecciones y brotes. Los desinfectantes y antisépticos se utilizan en algunas de las estrategias 

como la optimización de la limpieza y descontaminación del entorno, el control de los 

reservorios ambientales y la higiene de manos del personal sanitario83. Aunque el principal 

reservorio de K. pneumoniae es la colonización gastrointestinal de los pacientes, se han descrito 

reservorios ambientales en los que este microorganismo es capaz de sobrevivir durante largos 

periodos de tiempo22,78–80. Cuando estos reservorios persistentes se forman en el entorno 

hospitalario o en dispositivos médicos invasivos (p. ej. endoscopios, catéteres), pueden tener un 

papel relevante en la diseminación o transmisión de K. pneumoniae22,78. Los desagües de los 

lavabos, donde se forman biopelículas bacterianas, tienen especial importancia, por su posible 

papel en el mantenimiento de brotes que pueden durar meses o años y porque constituyen un 

medio idóneo para la transmisión de determinantes de resistencia antimicrobiana entre 

bacterias de la misma especie o de diferentes especies bacterianas78,82. La eliminación de estos 

reservorios no es sencilla, y generalmente, este tipo de brotes se controlan mediante la 

utilización adecuada de los lavabos y el reemplazamiento de los sumideros, sifones y desagües 

sospechosos78,82. Las manos del personal sanitario así como los guantes y las batas también 

pueden tener un papel importante en la transmisión de K. pneumoniae a partir de reservorios 

ambientales o entre pacientes126–129. 
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1.2.1. Clasificación de los biocidas 

En la Tabla 5 se indican los principales biocidas de uso hospitalario, algunas de las 

presentaciones más habituales y los usos más comunes. 

Tabla 5. Principales biocidas de uso hospitalario, presentación más habitual y usos más comunes114,130. 

Grupo Principales biocidas Presentación Uso 

Alcohol Etanol, Isopropanol 
Soluciones de higiene de 
manos (Sterillium®), 
alcohol de 96º 

Desinfectantes, antisépticos 
y conservantes 

Halógenos 

Compuestos 
clorados, Lejía 

Productos de 
desinfección y limpieza de 
superficies 

Desinfectantes y productos 
de limpieza 

Povidona yodada Antisépticos de la piel Antisépticos 

Peroxígenos 
Peróxido de 
hidrogeno 

Solución (agua oxigenada) 
Desinfectantes y 
antisépticos 

Biguanidas 
Digluconato de 
clorhexidina 

Cremas y soluciones 
antisépticas 

Desinfectantes, antisépticos 
y conservantes 

Compuestos de 
amonio 
cuaternario 

Cloruro de 
benzalconio, 
cetrimida 

Cremas antisépticas y 
productos de 
desinfección de 
superficies 

Desinfectantes, antisépticos, 
conservantes y productos de 
limpieza 

Aldehídos 
Glutaraldehído, 
formaldehído 

Soluciones o en vapor 
Desinfectantes, 
conservantes y esterilización 

Fenoles 
Fenol y sus 
derivados, triclosán 

Soluciones, jabones, 
cremas. 

Desinfectantes y 
conservantes 

 

1.2.2. Regulación del uso de biocidas 

La regulación de los desinfectantes y antisépticos es compleja y está sujeta a múltiples 

normativas en función del uso previsto para el producto131. 

Las sustancias activas autorizadas en Europa para su uso como biocida están recogidas en una 

lista única publicada por la Agencia Química Europea (ECHA, por sus siglas en inglés)132. La 

comercialización y el uso de los biocidas en Europa está regulado por el Reglamento (UE) N° 

528/2012 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de mayo de 2012133. En España además, 

los desinfectantes que se utilizan en superficies y en el ambiente sanitario deben ser aprobados 

por la Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) y mostrar en el 

etiquetado el número de autorización según la Directiva Europea (RD 1054/2002), regulado por 

el Real Decreto 1054/2002131. Los desinfectantes de productos sanitarios, tanto los de uso 

invasivo (p. ej. endoscopios) como no invasivo (p. ej. camillas, monitores) están regulados por el 

Real Decreto 1591/2009 y deben tener el marcado CE131. Actualmente la normativa española no 



 

 

ha sido actualizada según la última modificación de la normativa europea por lo que no todos 

los desinfectantes de productos sanitarios aprobados cumplen los mismos requisitos131 . 

1.2.3. Composición, aplicaciones, mecanismo de acción y espectro de actividad 

antimicrobiana de los biocidas 

En la Tabla 6 se describen algunas de las características más relevantes algunos de los biocidas 

que se utilizan con mayor frecuencia, y en la Figura 3 se muestran sus estructuras químicas. 

Tabla 6. Biocidas estudiados en este trabajo, grupo al que pertenecen, concentraciones de uso más 
frecuentes y efecto de la materia orgánica en su actividad130,134–144. 

Biocida Grupo 
Concentración de uso más frecuente 

en ámbito hospitalario 
Inactivación por 
materia orgánica 

Povidona 
yodada 

Halógeno 5-10% Leve-moderado 

Hipoclorito de 
sodio 

Halógeno Desinfectante: 0,05-0,5% Elevado 

Digluconato de 
clorhexidina 

Biguanida Antiséptico: 0,05-4% 

Desinfectante: 0,05-0,5% 

Elevado  

Cloruro de 
benzalconio 

Compuesto de 
amonio cuaternario 

Desinfectante: 0,25-0,5%  

Antiséptico: 0,01-0,1%  

Elevado 

Etanol Alcohol Antiséptico y desinfectante: 60-90% 

DMBS: 70-95% 

Elevado  

Triclosán Compuesto 
fenólico 

Vetado. Únicamente permitido ≤0,3% 
en productos cosméticos (jabones, 
desodorantes) y ≤0,2% en enjuague 
bucal 

No descrito 
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Povidona yodada Hipoclorito de sodio Alcohol (Etanol) 

 
 

 

Digluconato de clorhexidina  Cloruro de benzalconio Triclosán  

 

  

Figura 3. Estructura química de povidona yodada, hipoclorito de sodio, etanol, cloruro de benzalconio, 
digluconato de clorhexidina y triclosán145. 

 

• Soluciones yodadas y yodóforos (povidona yodada). Las soluciones yodadas se 

obtienen al disolver yodo, yoduro de potasio o yoduro de sodio en agua o alcohol, mientras 

que los yodóforos consisten en la unión de polímeros neutros de alto peso molecular al yodo 

molecular114. Estos compuestos presentan múltiples ventajas, son inodoros, solubles en 

agua, presentan mayor estabilidad y requieren una menor concentración de yodo para tener 

actividad antimicrobiana que las soluciones yodadas, lo que reduce los riesgos asociados con 

la toxicidad, decoloración e irritación114. El más utilizado es la povidona yodada, un complejo 

formado con el polímero poli(N-vinil-2-pirrolidona), con el que se producen soluciones con 

base acuosa (agua) u orgánica (p. ej. alcohol) que contienen un 9-12% de yodo disponible 

calculado en base seca114,130. 

Las soluciones yodadas han sido ampliamente utilizadas como antiséptico en antisepsia 

preoperatoria y para el tratamiento de heridas y quemaduras y, aunque siguen utilizándose, 

pueden ser irritantes, sobre todo si se producen aplicaciones repetidas114. Los yodóforos han 

permitido la ampliación de sus aplicaciones como desinfectantes para lavado de manos del 

personal sanitario y de quirófano, preparaciones preoperatorias, champús, limpiadores de 

heridas y mordeduras y productos para la higiene bucal114,130,141. También se utilizan en la 

desinfección de superficies en aplicaciones agrícolas, alimentarias y veterinarias, y pueden 

usarse para la desinfección de aguas potables, aguas residuales y en el tratamiento de 

piscinas, aunque suele utilizarse únicamente en situaciones de emergencia114. No suelen 

utilizarse en la desinfección de dispositivos médicos ya que puede ser incompatibles con 



 

 

algunos materiales especialmente metálicos o plásticos, causando corrosión o manchas 

marrones114. Las soluciones de yodo son venenosas a altas concentraciones (>5%) y pueden 

irritar la piel no intacta y las mucosas, aunque estos efectos nocivos se ven reducidos en el 

caso de los yodóforos114. La povidona yodada, se considera un biocida seguro, aunque su uso 

prolongado puede producir disfunción tiroidea por lo que se debe monitorizar a los pacientes 

que requieran un tratamiento prolongado146. 

Se desconoce el mecanismo de acción exacto del yodo aunque, al igual que de otros 

halógenos, se sabe que es un agente oxidante de proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos 

nucleicos114. Tiene múltiples efectos sobre la pared celular, membrana celular y citoplasma, 

lo que provoca la pérdida de la función celular y la muerte114. En el caso de los virus, es 

probable que el yodo afecte a las proteínas de la superficie de los virus envueltos y que 

desestabilice los ácidos grasos de la membrana114. 

Las soluciones yodadas, son biocidas de amplio espectro con una potente actividad frente a 

bacterias, hongos, micobacterias y virus114. Por el contrario, los yodóforos se consideran 

menos activos contra ciertos hongos y esporas, aunque presentan cierta actividad 

antimicrobiana residual, es decir que su actividad se mantiene en el tiempo114. La actividad 

antimicrobiana de estos productos varía según la formulación y las condiciones, por ejemplo 

las soluciones acuosas son más activas a pH ácido mientras que los yodóforos pueden 

formularse en un rango de pH más amplio114. 

Concretamente frente a K. pneumoniae se ha descrito su actividad bactericida a diferentes 

tiempos de exposición y concentraciones, como 15 segundos al 0,07% o 5 minutos al 

10%130,147. Además, hay que destacar que la povidona yodada tiene una buena actividad 

frente a biopelículas de diversos microorganismos como K. pneumoniae, S. aureus o P. 

aeruginosa147–149. 

• Compuestos clorados e hipoclorito de sodio o lejía (NaClO). Los hipocloritos 

son los desinfectantes de cloro más utilizados y están disponibles en forma líquida 

(hipoclorito de sodio) o sólida (hipoclorito de calcio)9. El uso de hipoclorito de sodio como 

desinfectante de superficies está muy extendido en el ámbito doméstico, sanitario e 

industrial114,130. Otras aplicaciones importantes son la cloración de aguas y el blanqueamiento 

de tejidos150. En el ámbito sanitario, el hipoclorito de sodio se utiliza como desinfectante de 

superficies y de material sanitario (0,0125–0,05%)130. Las principales ventajas son que no deja 

residuos tóxicos, es económico y de acción rápida, no se ve afectado por la dureza del agua 

y elimina biopelículas de las superficies9. Históricamente el hipoclorito de sodio fue 
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ampliamente utilizado como antiséptico para heridas, pero ha caído en desuso por su 

toxicidad y la irritación que causan en comparación con otros biocidas151,152. A pesar de ello, 

continua teniendo algunas aplicaciones antisépticas como la irrigación endodóntica (0,5-6%) 

o como componente de soluciones para el tratamiento de heridas153,154. 

El hipoclorito de sodio en soluciones acuosas libera compuestos clorados activos que 

incluyen el cloro elemental (Cl2), el ion hipoclorito (OCl-) y el ácido hipocloroso (HOCl)150. La 

actividad antimicrobiana se debe principalmente a este último, aunque resulta de una 

combinación de los tres compuestos150. La estabilidad del cloro libre disponible en solución 

depende de varios factores, especialmente de la concentración de cloro, el pH, la presencia 

de materia orgánica y la exposición a la luz142. Como otros compuestos halógenos, el 

mecanismo de acción del hipoclorito de sodio se basa en la oxidación de proteínas, lípidos, 

carbohidratos y ácidos nucleicos150. Se cree que el modo de acción primario es la oxidación 

de proteínas estructurales y funcionales150. Además, estos compuestos alteran la pared, la 

membrana celular y las actividades enzimáticas asociadas a la membrana150. 

El cloro disponible está bien establecido como un biocida de amplio espectro, es altamente 

eficaz a concentraciones muy bajas de cloro (0,1-0,3 mg/litro) frente a bacterias y se ha 

demostrado su actividad frente a K. pneumoniae a diferentes concentraciones y tiempos de 

exposición (p. ej. 0,01% durante 5 minutos, 10% durante 5 o 60 minutos) y en la erradicación 

de biopelículas formadas por este microorganismo (a partir de 2.000 µg/litro)150,155,156. 

También es eficaz frente a micobacterias, hongos, virus envueltos y no envueltos y esporas 

bacterianas, pero se requieren concentraciones más elevadas150. 

• Clorhexidina, digluconato de clorhexidina. La clorhexidina es un biocida del 

grupo de las biguanidas, que son compuestos que contienen el ligando C2H7N5
114. La 

clorhexidina es insoluble en agua por lo que se presenta en forma de sales, de las cuales el 

digluconato de clorhexidina es la más utilizada, aunque existen otras presentaciones como 

el diacetato de clorhexidina y el dihidrobromuro de clorhexidina114. 

La clorhexidina se encuentra en muchos productos de uso doméstico como jabones 

antimicrobianos, enjuagues bucales, como conservante de soluciones de lentes de contacto 

y en productos de desinfección de suelos114. También se utiliza en productos sanitarios 

profesionales (a concentración 0,5-4%) como antisépticos para el lavado de manos del 

personal sanitario incluyendo al de quirófano, productos para el tratamiento de heridas y 

quemaduras, en la desinfección de instrumental médico y en la descolonización de la 

piel114,130. La clorhexidina es muy eficaz en el control de la transmisión nosocomial de 



 

 

patógenos como SARM y tiene actividad residual, por lo que continua teniendo actividad 

bacteriostática tras el lavado de la piel114. El uso generalizado de la clorhexidina se debe a su 

mínima irritación de la piel y las mucosas y a su amplia actividad bactericida114. 

Las biguanidas, incluyendo la clorhexidina, actúan principalmente sobre las membranas 

celulares, causando su pérdida de estructura y de función114. En el caso de las bacterias Gram 

negativas se ha propuesto la siguiente secuencia en el mecanismo de acción114. Inicialmente 

son atraídos por la carga negativa de la superficie bacteriana y se unen fuerte y 

específicamente a los compuestos que contienen fosfato114. Esto hace que la membrana 

externa pierda integridad y que las biguanidas penetren hacia la membrana interna, donde 

se unen a los fosfolípidos, lo que aumenta la permeabilidad de la membrana y produce un 

efecto bacteriostático114. Finalmente provoca una pérdida completa de la función de la 

membrana y la precipitación de los componentes intracelulares produciendo un efecto 

bactericida114. 

En general, las biguanidas son biocidas de amplio espectro y su actividad puede potenciarse 

con la combinación de otros biocidas como alcoholes o compuestos de amonio cuaternario 

(QACs)114. Digluconato de clorhexidina, presenta muy buena actividad frente a bacterias 

Gram positivas y virus envueltos, aunque también es un biocida eficaz frente a bacterias 

Gram negativas9,114. Frente a K. pneumoniae es efectivo en diferentes presentaciones (p. ej. 

preparaciones para la higiene de manos o para la preparación preoperatoria de la piel), 

concentraciones y tiempos de exposición (p. ej. 0,005% durante 15 minutos, 0,5% durante 5 

minutos) y es eficaz en la reducción de las biopelículas (1/2 de la CMI del aislado plantónico 

durante 24 horas)130,147,157,158. Por el contrario, su actividad frente a hongos y micobacterias 

es limitada y no tiene actividad esporicida por sí sola, aunque sí en combinación con otros 

biocidas o a elevadas temperaturas9,114. Polihexanida-betaína, es un biocida que contine una 

biguanida y que tiene actividad bactericida frente aislados de S. aureus, E. faecium, 

Enterococcus faecalis, E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, A. baumannii y P. aeruginosa, 

incluyendo clones de alto riego y aislados multirresistentes159. Además, presenta mayor 

actividad que la clorhexidina frente a biopelículas160. 

• Compuestos de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio. Los QACs son 

agentes tensioactivos catiónicos que tienen una estructura NR4
+, donde R representa a 

grupos que contienen carbono e hidrógeno, en los que al menos uno debe tener una longitud 

de cadena de entre 8 y 12 carbonos para tener actividad antiséptica y desinfectante141,142,161. 

Los QACs más utilizados son el cloruro de benzalconio, bromuro de cetiltrimetilamonio y 

cloruro de cetilpiridinio, aunque muchos productos se basan en mezclas de homólogos142. 
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El cloruro de benzalconio tiene múltiples aplicaciones en diferentes ámbitos, incluyendo el 

doméstico, agrícola, industrial y clínico161. Entre las aplicaciones domésticas se puede 

destacar su presencia en suavizantes de tejidos, productos de higiene personal (p. ej. 

champús, acondicionadores y lociones corporales) o soluciones oftálmicas161. En el ámbito 

clínico, el cloruro de benzalconio se utiliza para la desinfección preoperatoria de la piel, la 

desinfección de mucosas y en soluciones para la irrigación de vejiga y uretra142. 

El mecanismo de acción de los QACs es desconocido, pero se ha atribuido a la alteración de 

la membrana celular, la inactivación de las enzimas productoras de energía y la 

desnaturalización de las proteínas celulares esenciales142. 

Los QACs son biocidas con propiedades antimicrobianas de amplio espectro contra bacterias 

Gram positivas, Gram negativas y virus envueltos142,161. Entre las bacterias Gram negativas, 

se ha observado una mayor tolerancia en P. aeruginosa 142. Los QAC tienen actividad 

antifúngica, aunque su efecto es fungistático más que fungicida142. En general no presentan 

actividad esporicida, ni frente a micobacterias o a virus no envueltos142. Es importante tener 

en cuenta que la eficacia de los QACs se ve afectada en gran medida por la presencia de 

materia orgánica, lo que puede limitar su utilidad142. En el caso de K. pneumoniae, el cloruro 

de benzalconio es bactericida (al 0,5% durante 60 minutos, al 7% durante 5 y 60 minutos) y 

tiene actividad frente a biopelículas (CMI del asilado plantónico durante 24 horas)130,157,158. 

• Alcoholes, etanol al 70% (C2H6O). Los alcoholes son compuestos orgánicos en 

los que al menos un grupo hidroxilo (–OH) está unido a un átomo de carbono saturado162. 

El alcohol tiene múltiples aplicaciones en higiene humana, desinfección, conservación de 

productos y se utilizan como combustibles o anticongelantes163. En el entorno sanitario, los 

usos más frecuentes son la desinfección de manos del personal, la desinfección de la piel del 

paciente, la desinfección de superficies o el enjuague de los canales de los endoscopios tras 

su procesamiento manual114,130. El etanol está catalogado por la OMS como antiséptico al 

70% y como desinfectante en soluciones para la higiene de manos al 80% (DMBA)164. 

El mecanismo de acción específico de los alcoholes es desconocido, pero parece ser que 

tienen múltiples efectos tóxicos sobre la estructura y el metabolismo de los 

microorganismos, principalmente debido a la desnaturalización y coagulación de las 

proteínas114.Además, los alcoholes interfieren directamente con la producción de 

metabolitos y causan la perdida de integridad de la pared celular o la envuelta viral, lo que 

conduce a la lisis114. Soluciones del 60-80% de alcohol serían las más efectivas, ya que a 



 

 

mayores concentraciones se cree que coagula las proteínas de la pared celular, impidiendo 

la entrada del alcohol dentro de la bacteria114.  

Los alcoholes tienen una actividad antimicrobiana de amplio espectro frente a bacterias (30 

segundos con etanol al 70%) y micobacterias, siendo rápidamente bactericida114. La eficacia 

contra hongos y virus es variable y más lenta (2 minutos con etanol al 70%), y tiene mayor 

actividad frente a los virus envueltos que frente a los no envueltos114. Aunque, inhiben la 

esporulación y la germinación de las esporas, este efecto es reversible, por lo que no son 

esporicidas114. La actividad bactericida de diversas concentraciones de etanol frente a 

diversos microorganismos es efectiva (ej. en 1 minuto frente a K. pneumoniae al 70% y en 10 

segundos frente a P. aeruginosa al 30-100%, frente a Serratia marcescens, E. coli y Salmonella 

enterica serovar Typhi al 40-100% y frente a S. aureus y Streptococcus pyogenes al 60-95%)97. 

En general, la capacidad de los alcoholes para eliminar las biopelículas es escasa, aunque se 

ha descrito su eficacia al 70% frente biopelículas formadas durante 16 o 40 horas por K. 

pneumoniae o P. aeruginosa en diferentes periodos de exposición (1 a 24 horas)130,157,165. 

También se ha descrito que la exposición a etanol (40-95%) puede favorecer la formación de 

biopelícula en Staphylococcus epidermidis y S. aureus130. 

• Desinfectantes de manos con base alcohólica (DMBA). Los DMBA son 

antisépticos de acción rápida, que causan mínima irritación y están diseñados para uso 

frecuente en la piel, particularmente para la reducción de microorganismos transitorios114. 

La base de su composición es un alcohol , que puede ser el etanol, propan-1-ol, propan-2-ol 

o combinaciones de estos alcoholes, en diferentes concentraciones (70-95%)130. Además 

suele contener emolientes u otros excipientes para reducir la sequedad que producen en la 

piel y disminuir la velocidad de evaporación114,166. Algunos de estos productos contienen 

agentes biocidas no volátiles adicionales como el cloruro de benzalconio, digluconato de 

clorhexidina o triclosán130. 

Los DMBA se utilizan en el entorno sanitario, veterinario y en el procesamiento y fabricación 

de alimentos130. El uso doméstico de estos productos está cada vez más extendido y se ha 

generalizado debido a la pandemia causada por SARS-CoV-2130,167. En el ámbito sanitario 

tiene dos aplicaciones principales, la desinfección higiénica de manos y la desinfección de 

manos del personal sanitario previa a procedimientos quirúrgicos130. 

El principio activo de los DMBA es el alcohol (etanol o propanol), por lo que el mecanismo de 

acción es el explicado en el apartado anterior. Los DMBA tienen actividad frente a bacterias, 

micobacterias, levaduras y virus envueltos114. Además, los que contienen etanol al 95% 
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también tienen actividad frente a virus no envueltos114. Los DMBA que contienen etanol al 

85% son bactericidas en 15 segundos frente múltiples microorganismos como 

Enterobacterales (E. coli, K. pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, S. marcescens), 

bacilos Gram negativos no fermentadores (A. baumannii, P. aeruginosa, Burkholderia 

cepacia), Gram positivos (E. faecalis, E. faecium, S. pyogenes, S. aureus) y anaerobios (C. 

difficile, Bacteroides fragilis)168. 

• Compuestos fenólicos, bisfenoles y triclosán. Los compuestos fenólicos son 

compuestos de alcohol con uno o más grupos hidroxilo (-OH) unidos a un anillo de 

hidrocarburo aromático del grupo de los bisfenoles114. Estos compuestos son insolubles en 

agua, por lo que se suelen presentar como jabones o detergentes114. 

Los compuestos fenólicos se utilizan en el ámbito sanitario, veterinario e industrial y además, 

a bajas concentraciones se utilizan como conservantes114. Sus aplicaciones más comunes son 

la antisepsia de la piel y los productos de higiene personal (p. ej. pastas dentales, enjuagues 

bucales, jabones o desodorantes)114. Los más utilizados en el ámbito sanitario, industrial y 

doméstico son el triclosán (2,4,4′tricloro-2′hidroxidifenil éter; Irgasán DP 300) y el 

hexaclorofeno 114. El uso de triclosán, principalmente en el ámbito doméstico, ha sido objeto 

de debate debido a su seguridad y elevada estabilidad114. En términos de seguridad, se ha 

planteado que pueda alterar ciclos hormonales (particularmente las hormonas tiroideas) e 

incluso se ha relacionado con cáncer de piel en animales tras la exposición a largo plazo, 

aunque los efectos en humanos siguen siendo objeto de discusión114. Por otra parte, la 

bioacumulación debida a su elevada estabilidad incrementa las preocupaciones sobre los 

riesgos que tiene para la salud y el desarrollo de tolerancia y resistencia cruzada a una amplia 

gama de antibióticos114. Todo ello ha supuesto una tendencia generalizada a reducir su uso 

en aplicaciones no esenciales114. En la Unión Europea desde 2010 es necesario demostrar 

que su adición a un producto supone un beneficio para la salud y en Estados Unidos la FDA 

lo clasifico en 2019 como biocida no admisible en productos desinfectantes de manos de uso 

doméstico169,170. 

El mecanismo de acción de triclosán y otros bisfenoles similares, se basa en la interrupción 

de procesos metabólicos esenciales, como la biosíntesis de lípidos114. Triclosán a bajas 

concentraciones, interacciona de forma específica con la enzima acil-enoil-CoA reductasa 

(AER) y sus cofactores (NADH, NADPH o FADH2)114,171. Esta enzima está involucrada en la 

síntesis de ácidos grasos tipo II y su función consiste en la adición cíclica de dos unidades de 

carbono a una cadena de ácidos grasos en crecimiento114. Triclosán interactúa 

específicamente con el sitio de unión de la enzima al sustrato y con el anillo de nicotinamida 



 

 

del cofactor, produciéndose una unión fuerte e irreversible con el biocida114. Triclosán a 

elevadas concentraciones tiene un modo de acción más general que incluye múltiples efectos 

sobre la pared celular, los componentes citoplasmáticos y la membrana celular114,172. En este 

caso, se integra en la región externa de la membrana mediante su grupo hidroxilo, 

provocando la disrupción y la pérdida de función e integridad de la misma114. En el caso de 

los virus, el mecanismo ha sido menos estudiado aunque se ha observado que tiene efecto 

sobre las proteínas de la cápside y se sospecha que en los virus envueltos provoca alteración 

de la envuelta lipídica114. 

Los compuestos fenólicos son desinfectantes de amplio espectro para la desinfección general 

de superficies114. La mayoría de los compuestos fenólicos son eficaces y tienen una actividad 

rápida contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos, virus y micobacterias114. 

En general, estos compuestos son más efectivos contra las bacterias Gram positivas que las 

Gram negativas aunque la actividad frente estas últimas pude potenciarse mediante la 

adición de EDTA u otros agentes quelantes que aumentan su permeabilidad a través de la 

pared celular114,142. La mayoría de las formulaciones contienen dos o más compuestos 

fenólicos, que generalmente proporcionan un rango de actividad más amplio114. Es 

bactericida frente a K. pneumoniae (tras 1 hora de exposición a <0,01%) y es eficaz (10 g/litro) 

en la prevención de formación de biopelículas de K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis y S. 

aureus pero no de P. aeruginosa, S. marcescens o Morganella morganii173. Los compuestos 

fenólicos son esporostáticos pero presentan poca o nula actividad esporicida114. 

En la Figura 4 se resumen las dianas de algunos de los biocidas más importantes. 

 
Figura 4. Dianas de los biocidas en esquema de célula bacteriana. C. clorados: compuestos clorados. QAC: 
compuestos de amonio cuaternario.  
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1.2.4. Métodos de estudio de la actividad in vitro de los biocidas 

El estudio de la actividad in vitro de los biocidas incluye diferentes metodologías en función del 

objetivo. Mientras que para probar su eficacia para que puedan ser aprobados para su 

comercialización existen métodos relativamente estandarizados, en los estudios científicos se 

utiliza una metodología más heterogénea (p. ej. análisis de la eficacia de estos productos frente 

a bacterias multirresistentes, en condiciones extremas o en concentraciones diferentes a las de 

uso recomendado)159,174–177. 

En el caso de la evaluación de la eficacia de los desinfectantes para su autorización, la norma 

europea EN14885, describe los diversos estándares disponibles y proporciona orientación para 

la elección del más adecuado174. Existen 2 enfoques para la realización de esta evaluación, el 

escalonado y el uso de métodos estándar174. 

El enfoque escalonado, es el más recomendado y consta de tres fases174. En la primera fase se 

debe demostrar que el producto que se evalúa tiene una actividad antimicrobiana adecuada, en 

la segunda etapa se analiza su actividad utilizando métodos que simulan las condiciones en las 

que va a ser utilizado y en la tercera fase se evalúa el producto en condiciones reales de uso174. 

Por otra parte, existen métodos estandarizados reconocidos internacional o nacionalmente174. 

En el caso de la Unión Europea, se recomienda utilizar los métodos normalizados del Comité 

Europeo de Normalización (CEN) siempre que sean aplicables al producto a estudiar174. Estos 

métodos incluyen pruebas en suspensión y algunas pruebas de uso simulado como por ejemplo 

pruebas sobre superficies174. En caso de que los estándar CEN no estén disponibles, se podrían 

utilizar los métodos de prueba de la Organización para la Cooperación y el Desarrollo 

Económicos (OCDE), siempre que evalúen el producto según su uso previsto174. En caso de que 

no haya un estándar internacional disponible para estudiar la actividad del producto para una 

aplicación específica pueden utilizarse métodos de prueba diseñados por organismos 

cualificadas (p. ej. Organización Nacional Francesa de Normalización, Sociedad Alemana de 

Medicina Veterinaria) o diseñarse protocolos propios, que deben ser analizados y acordados con 

la autoridad competente antes de ser realizados174. 

Por otra parte, el amplio uso de los biocidas ha supuesto un aumento en la preocupación sobre 

los efectos que pueden tener en la salud humana, el medio ambiente, la selección de 

microorganismos multirresistentes y el desarrollo de corresistencia o resistencia cruzada, por lo 

que la actividad in vitro de estos productos se ha analizado en diversos trabajos científicos175. La 

mayoría estos estudios evalúan la actividad in vitro de los biocidas, y se basan en el estudio de 

los valores de CMI y/o concentración mínima bactericida (CMB), obtenidos utilizando métodos 



 

 

diseñados para el estudio de antimicrobianos. Generalmente, en estos trabajos se comparan 

aislados de tipo salvaje con aislados con mutaciones o genes adquiridos, y consideran un 

incremento de los valores de CMI o CBM en este último grupo como un indicador de 

resistencia159,175–177. En algunos estudios, se utilizan las metodologías descritas anteriormente 

para la aprobación de la comercialización de los biocidas159,178. 

1.2.5. Sensibilidad reducida a biocidas 

Aunque la sensibilidad reducida a biocidas (SRB) no está tan bien estudiada como la de los 

antimicrobianos, existen evidencias que sugieren que la SRB cada vez es más frecuente y que 

puede suponer un problema de salud pública130,179. La adaptación de microorganismos a los 

agentes biocidas fue descrita en 1887 por Kossiakoff, al demostrar el desarrollo de tolerancia o 

resistencia al ácido bórico o cloruro de mercurio tras exponer ciertos patógenos a 

concentraciones crecientes de los mismos130. En K. pneumoniae, en el trabajo de Wand y 

colaboradores en el que se compararon cepas aisladas previa y posteriormente a la introducción 

generalizada de muchos biocidas, se observó que las cepas más modernas presentaban valores 

de CMI más elevados a algunos de ellos (p. ej. triclosán, cloruro de benzalconio)180. 

Los microorganismos son capaces de sobrevivir a la exposición a antimicrobianos por diversos 

mecanismos que incluyen la resistencia, la tolerancia y la persistencia181. Estos términos pueden 

resultar confusos ya que, en ocasiones se utilizan de forma ambigua en la literatura181. La 

resistencia hace referencia a mecanismos que permiten al microorganismo crecer en presencia 

de altas concentraciones del mismo durante largos periodos de tiempo, que modifican el valor 

de su CMI y que son heredables181. Por el contrario, la tolerancia antimicrobiana implica 

mecanismos que permiten el crecimiento del microorganismo en presencia de altas 

concentraciones del antimicrobiano de forma transitoria sin variación del valor de la CMI, sean 

o no heredables130,181. Finalmente, la persistencia es la capacidad no heredable de una 

subpoblación (<1%) para sobrevivir a la exposición a altas concentraciones de un 

antimicrobiano, mediante la entrada en un estado no replicativo y la detención de su 

crecimiento por interrupción de su metabolismo, dando lugar a una respuesta bifásica en las 

curvas de tiempo-muerte y a ciertos niveles transitorios de tolerancia181,182. 

La terminología resulta más compleja en el caso de los biocidas, ya que no existen definiciones 

estándar ni puntos de corte que permitan clasificar los aislados en las categorías sensible o 

resistente175. Morrisey y colaboradores, propusieron en 2017, puntos de corte epidemiológicos 

(ECOFF) basándose en los valores de CMI y CMB de aislados clínicos y comunitarios de diferentes 

orígenes geográficos175. En este estudio se establecen los ECOFF para S. aureus, Salmonella spp., 
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E. coli, Candida albicans, K. pneumoniae, Enterobacter spp., E. faecium y E. faecalis para 

clorhexidina, cloruro de benzalconio, hipoclorito sódico y triclosán175. Recientemente, Weber y 

colaboradores, han propuesto definir como bacterias resistentes a los biocidas a aquellas que 

sobreviven a un proceso de desinfección a concentraciones de uso y como bacterias con 

sensibilidad reducida o tolerancia aumentada a las que presentan valores de CMI elevados183. 

En este trabajo se utilizará el término SRB en referencia a los diversos mecanismos que permiten 

la supervivencia del microorganismo a la exposición de biocidas. 

La SRB puede ser innata o adquirida179. Algunas especies bacterianas tienen la capacidad innata 

de resistir a la actividad de un determinado agente biocida gracias a características estructurales 

o funcionales inherentes a su especie179. Estas características incluyen la incapacidad del biocida 

para acceder a la célula bacteriana, la expulsión activa del biocida por bombas de expulsión 

codificadas en el cromosoma bacteriano, la capacidad de formar biopelícula, la producción de 

enzimas que inactivan el biocida o la falta de afinidad del biocida por la diana bacteriana, aunque 

estas dos últimas son poco frecuentes (Tabla 7)179,183. Hay que destacar que las bacterias Gram 

negativas, como K. pneumoniae, son más resistentes a los biocidas que las bacterias Gram 

positivas, debido a la composición de su membrana externa (Figura 5)184. En el caso de la SRB 

adquirida, existen diversas estrategias que incluyen la mutación de genes existentes, cambios 

en la expresión génica o la adquisición horizontal de nuevos determinantes (Tabla 7)179. 

 
Figura 5. Esquema de la estructura de la envoltura celular de las bacterias Gram negativas. Adaptado de 
Blair y colaboradores185. 

  



 

 

Tabla 7. Principales mecanismos de SRB179,183. 

SRB innata SRB adquirida 

• Impermeabilidad de 
membrana 

• Bombas de expulsión 

• Formación de biopelícula 

• Inactivación enzimática 
de los biocidas 

• Reducción o ausencia de 
afinidad por la diana.  

• Mutaciones (p. ej. fabI)  

• Adquisición horizontal de genes (p. ej. genes que 
codifican bombas de expulsión como qacE o qacEΔ1) 

• Cambios en expresión génica (p. ej. metabolismo de 
ácidos grasos, bombas de expulsión) 
 

 

A continuación, se desarrollan los principales mecanismos de SRB. 

1.2.5.1. Impermeabilidad de membrana 

La reducción de la permeabilidad de la membrana puede disminuir o impedir la entrada de los 

biocidas al interior de la bacteria186. Los principales mecanismos de SRB en bacterias Gram 

negativas que implican cambios en la permeabilidad de la membrana externa, son la pérdida de 

porinas y modificaciones en el lipopolisacárido (LPS)179,187. 

Respecto a la SRB adaptativa atribuida a la reducción o falta de expresión de genes que codifican 

porinas, Kim y colaboradores, observaron que la reducción en la expresión del gen de la porina 

OprG en P. aeruginosa evita la adsorción y penetración de de QACs de la familia del cloruro de 

benzalconio 188. Además, Fernández Cuenca y colaboradores observaron una reducción en la 

expresión de los genes que codifican las porinas OmpA y CarO en A. baumannii tras la exposición 

a triclosan189. Otros trabajos han descrito la reducción en la expresión de genes que codifican 

las porinas OmpA, OmpF, OmpT en E. coli y OmpC, OmpF y OmpA en S. enterica tras la exposición 

de esta bacteria a concentraciones subletales de QACs190,191. En K. pneumoniae, la porina KpnO 

se ha asociado la sensibilidad reducida a digluconato de clorhexidina y cloruro de benzalconio192. 

Respecto a la modificación del LPS, otro trabajo de Kim y colaboradores demostró que la 

exposición de P. aeruginosa a concentraciones crecientes de QACs de la familia del cloruro de 

benzalconio selecciona aislados con mutaciones en el gen pmrB193. Este gen forma parte del 

sistema pmrAB, el cual está implicado en la reducción de las cargas negativas de la membrana 

externa mediante la modificación del lípido A del LPS193. Mutaciones en pmrB activan 

constitutivamente el sistema, incrementando la tolerancia a agentes catiónicos como cloruro de 

benzalconio o la polimixina B193. En K. pneumoniae, Bleriot y colaboradores observaron un 

incremento en la expresión de los genes pmrD y pmrK (genes relacionados con la modificación 
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del LPS) y su asociación con la resistencia a colistina tras la exposición de un aislado a 

concentraciones crecientes de clorhexidina182. 

1.2.5.2. Bombas de expulsión 

Las bombas de expulsión suponen un mecanismo de SRB tanto intrínseco como adquirido114. La 

SRB adquirida puede deberse a mutaciones que impliquen la sobreexpresión de los genes que 

codifican las bombas de expulsión o a la transmisión horizontal de estos genes a través de 

plásmidos o transposones conjugativos (Tabla 8)114,183. Además, como generalmente las bombas 

de expulsión pueden utilizar diferentes biocidas y antimicrobianos como substrato, podrían 

estar implicadas en la resistencia cruzada a otros biocidas o antibióticos179,194. 

Las bombas de expulsión se pueden clasificar en cinco familias principales denominadas por sus 

siglas en inglés, RND (resistance-nodulation-division family), MSF (major facilitator superfamily), 

SMR (small multidrug resistance family), ABC (ATP-binding cassette family) y MATE (multidrug 

and toxic compound extrusion family) (Figura 6)186. Todas estas bombas utilizan un gradiente de 

H+ o Na+ como fuente de energía para el transporte de sustancias, a excepción de las de la familia 

ABC que utilizan ATP179. Las bombas de expulsión más relevantes en las bacterias Gram negativas 

son las de la familia RND mientras que en las Gram positivas los son las de la familia MFS186. 

 

Figura 6. Representación esquemática de las cinco familias de bombas de expulsión. Adaptada de Piddock, 
Hurst y Fernando y colaboradores179,195,196.  



 

 

Tabla 8. Genes codificantes y clasificación de bombas de expulsión relacionadas con SRB en diferentes 
especies bacterianas. 

Gen 

 Relacionado con SRB 

Superfamilia 
(Familia) 

Digluconato de 
clorhexidina 

Cloruro de benzalconio Triclosán 

acrAB RND (MFP) - - Sí* 

cepA RND (CDF) V* - - 

kpnEF (SMR) Sí* Sí* Sí* 

oqxAB RND (MFP) Sí* Sí* Sí* 

qacA MFS V V - 

qacE (SMR) V* Sí* - 

qacEΔ1 (SMR) Sí* Sí* - 

smvAR MFS (TCR/tet) Sí* - - 

-: No descrito, V: variable en función del estudio, *: asociación descrita en K. pneumoniae. Adaptado de 
Morrissey, Vijayakumar, Abuzaid, McMurry, Srinivasan, Hansen, Wand, Furi, Li y Cuirao y colaboradores 
175,184,197–205 

Las principales bombas de expulsión de la familia RND relacionadas con SRB están codificadas 

por los operones acrAB, oqxAB y el gen cepA. La expresión aumentada del operón acrAB, así 

como algunos de sus reguladores (p. ej. marA, rarA), está relacionada en aislados de S. enterica 

serovar Typhimurium, E. coli y K. pneumoniae con la disminución de sensibilidad bacteriana a 

triclosán205–207. La bomba de expulsión OqxAB, descrita en aislados clínicos de Enterobacterales, 

incluyendo K. pneumoniae, confiere sensibilidad reducida a diversos biocidas como clorhexidina, 

triclosán y cloruro de benzalconio, y resistencia de nivel bajo a intermedio a quinolonas, 

tigeciclina y nitrofurantoína201,204. Respecto la bomba CepA, existe controversia sobre la 

correlación entre la presencia del gen que la codifica (cepA) y la sensibilidad reducida a 

clorhexidina en aislados de K. pneumoniae puesto que se han publicado resultados 

discordantes197,198. 

Otras bombas relevantes en la SRB de la familia RND son las de tipo Mex y TriABC-OpmH 

presentes en P. aeruginosa. La SRB de alto nivel a triclosán en P. aeruginosa, puede estar 

producida por la sobreexpresión de las bombas de expulsión MexAB-OprM o por otras menos 

activas como MexEF-OprN, MexJK y MexCD-OprJ208. Esta última además, está implicada en la 

sensibilidad reducida a clorhexidina114. También en P. aeruginosa se ha descrito la bomba de 

expulsión TriABC-OpmH, la cual al sobreexpresarse confiere sensibilidad reducida de alto nivel 

a triclosán y a dodecilsulfato sódico209. En Acinetobacter spp., dos bombas de la familia RND 

están relacionadas con la SRB, la bomba de expulsión AdeB media la sensibilidad reducida a 

cloruro de benzalconio y clorhexidina y la bomba AdeIJK a triclosán y clorhexidina189,195,210. 

Además, esta última está implicada en la expulsión de antimicrobianos como ciertos 



Introducción 

 

53 

 

betalactámicos (p. ej. ticarcilina, cefalosporinas, aztreonam), fluoroquinolonas, tetraciclinas, 

tigeciclina, lincosamidas, rifampicina, cloranfenicol, cotrimoxazol, novobiocina y ácido 

fusídico211. En Stenotrophomonas maltophilia, la bomba SmeDEF, juega un papel importante en 

la tolerancia al triclosán y a múltiples antimicrobianos incluyendo quinolonas, tetraciclinas, 

macrólidos, cloranfenicol y novobiocina212. En S. marcescens, la bomba de expulsión SdeXY está 

implicada en tolerancia a cloruro de benzalconio y triclosán y contribuye a la reducción de 

sensibilidad de ciertos antimicrobianos como eritromicina, norfloxacino y tetraciclina213. 

Entre las bombas de expulsión de la familia MSF relacionadas con SRB se encuentra la bomba 

SmvA202. El incremento en la expresión de esta bomba a causa de la pérdida del regulador smvR, 

permite la adaptación de ciertos Enterobacterales, incluyendo K. pneumoniae, a 

concentraciones crecientes de clorhexidina202. Otra bomba que pertenece a esta familia y está 

relacionada con SRB es NorA, la cual fue descrita en S. aureus y está codificada en el 

cromosoma203. La presencia de mutaciones en la región promotora del gen norA puede 

aumentar su expresión, incrementando la resistencia a biocidas como cloruro de benzalconio y 

a antimicrobianos como norfloxacino y ciprofloxacino203. En A. baumannii, Fernández Cuenca y 

colaboradores observaron un incremento en la expresión del gen amvA, que codifica una bomba 

relacionada con SRB (p. ej. cloruro de benzalconio, clorhexidina), tras la exposición a 

clorhexidina189,214. Finalmente, en la familia MSF destaca la bomba QacA/B, la cual puede ser 

cromosómica o plasmídica, y media la sensibilidad reducida a cloruro de benzalconio y 

clorhexidina entre otros biocidas en diferentes especies bacterianas (p. ej. S. aureus, E. 

faecalis)130,179. En K. pneumoniae, no se ha descrito asociación entre la presencia del gen qacA y 

sensibilidad reducida a cloruro de benzalconio, digluconato de clorhexidina, pero sí a mayores 

valores de CMI de otros biocidas como el etanol al 75% o un biocida yodóforo al 1%197,215. 

Otros genes del grupo QAC (qacC/D, qacE, qacEΔ1, qacG, qacH, y qacJ), están asociados con 

elementos móviles y codifican bombas de expulsión que pertenecen a la familia SMR179. Estos 

genes pueden mediar resistencia a clorhexidina y los QACs, aunque su papel es controvertido, 

ya que no siempre se observa correlación entre la SRB y su presencia179,198,216. Los genes que 

codifican estas bombas, se han descrito tanto en bacterias Gram positivas como en Gram 

negativas, con la excepción de qacC/E que solo se ha detectado en Gram positivos y el gen qacE 

que fue descrito en E. coli y posteriormente en otras especies de Gram negativas como K. 

pneumoniae, A. baumannii y P. aeruginosa217. El gen qacEΔ1 es una variante de deleción 

funcional de qacE, relativamente frecuente, que puede encontrarse tanto en Gram positivos 

como en Gram negativos217. El gen qacEΔ1 se ha descrito en K. pneumoniae, asociado a 



 

 

sensibilidad reducida a biocidas (p. ej. etanol al 75 %, cloruro de benzalconio, digluconato de 

clorhexidina)198,215. También forma parte de la familia SMR, la bomba de expulsión KpnEF 

presente en K. pneumoniae y que utiliza como substrato algunos biocidas como cloruro de 

benzalconio, clorhexidina y triclosán y también algunos antibióticos como cefepime, ceftriaxona, 

colistina, eritromicina, rifampicina, tetraciclina y estreptomicina200. 

Un ejemplo de bomba de la familia MATE relacionada con SRB es la bomba AbeM descrita en A. 

baumannii, la cual está implicada en el incremento de la CMI de múltiples biocidas como por 

ejemplo el triclosán y de antibióticos como norfloxacino, ofloxacino, ciprofloxacino y 

gentamicina218. Finalmente, un ejemplo de bomba de expulsión de la familia ABC relacionada 

con SRB es EfrAB, presente en Enterococcus spp. y que está relacionada con sensibilidad 

reducida a biocidas y a antimicrobianos (p. ej. acriflavina, norfloxacino, ciprofloxacino, 

doxiciclina). 

Debido a la gran diversidad de bombas de expulsión relacionadas con SRB este trabajo se 

limitará a estudiar la presencia de las bombas de expulsión reflejadas en la Tabla 8. En K. 

pneumoniae, se ha descrito la asociación entre SRB y la presencia de la mayoría de los genes que 

las codifican (Tabla 8). 

1.2.5.3. Formación de biopelícula 

Como se comenta en el siguiente apartado, las bacterias que forman parte de una biopelícula 

son generalmente más resistentes a antimicrobianos y biocidas que las bacterias plantónicas. 

Esto puede deberse a múltiples factores, como la sinergia entre las especies que la forman, la 

presencia de una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés) 

que reduce la penetración de estos compuestos en la estructura y la alteración del crecimiento 

y del metabolismo de las bacterias que la forman109,179. 

1.2.5.4. Inactivación enzimática de los biocidas 

Diversas especies bacterianas producen enzimas que degradan y utilizan como fuente de 

carbono compuestos tóxicos y biocidas, por lo que son utilizadas en la industria para la 

biodegradación114. Ejemplo de ello es la degradación del fenol y del cresol por Pseudomonas 

putida y Pseudomonas pickettii, del triclosán por P. putida y Alcaligenes xylosoxidans o de los 

alcoholes por E. coli114. En aislados de K. pneumoniae recuperados en ambientes contaminados, 

se ha descrito su capacidad para degradar diversos compuestos contaminantes como colorantes 

azoicos, aminas aromáticas o petróleo219,220. 
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Algunas enzimas, como la catalasa y peroxidasa, son producidas por los microorganismos en 

respuesta a la acción de los biocidas y funcionan como neutralizantes de los mismos, mientras 

que otras como las endonucleasas, exonucleasas y proteasas reparan el daño celular114. 

Finalmente, los antioxidantes como los carotenoides y flavonoides y los citocromos pueden 

reducir o neutralizar la presencia de niveles bajos de agentes oxidantes114. 

1.2.5.5. Reducción o ausencia de afinidad por la diana  

En algunos casos, los biocidas pueden tener una diana específica, por lo que la falta de afinidad 

del biocida por la misma puede causar SRB, tanto innata como adquirida179. Como se ha 

comentado previamente, la enzima AER es una diana del triclosán a bajas concentraciones. Esta 

enzima, está implicada en la síntesis de ácidos grasos tipo II y está codificada por el gen fabI, 

descrito en E. coli e identificado en muchas otras especies bacterianas incluyendo K. 

pneumoniae205,221. 

Se han descrito cinco isoenzimas (FabI, FabL, FabL2, FabV y FabK) que comparten baja similitud 

de secuencia (15% a 30%)221,222. En P. aeruginosa la sensibilidad reducida a triclosán se asocia a 

la producción adicional (además de FabI) de la isoenzima FabV, la cual no se ve inhibida en 

presencia de este biocida222. Además, ciertas mutaciones en fabI, como las descritas en E. coli 

(G93V, Y146F, M158T, F203L, R204E y K205E) o en A. baumannii (G95S), reducen la interacción 

con triclosán y producen sensibilidad reducida a este biocida 223,224. 

1.2.5.6. Cambios en la expresión génica 

La SRB puede ser resultado de cambios en la expresión de genes diferentes a los que codifican 

bombas de expulsión179. Diversos estudios de expresión génica y proteómica han analizado la 

expresión diferencial entre cepas mutantes tolerantes a triclosán y sus parentales. Fernando y 

colaboradores, demostraron un incremento de expresión de genes y proteínas implicados en 

resistencia antibiótica (p. ej. genes que codifican bombas de expulsión) y en el metabolismo de 

los ácidos grasos (p. ej. FadD, subunidad beta de FadA) y los aminoácidos (p. ej. permeasa de 

sulfato putativa) en un aislado de A. baumannii tolerante a triclosán respecto al parental225. En 

el estudio de Webber, realizado en aislados de S. enterica serovar Typhimurium, se observó la 

expresión alterada de un conjunto de proteínas implicadas en la producción de piruvato y de 

ácidos grasos en todos los mutantes226. Además, Sheridan y colaboradores, observaron un 

aumento de expresión en la proteína diana (FabI), proteínas de la membrana externa (OmpA, 

OmpX) y una proteína estructural del flagelos (FliC) en mutantes de E. coli 227. 



 

 

1.2.6. Corresistencia y resistencia cruzada entre biocidas y antimicrobianos 

Los términos corresistencia y resistencia cruzada se suelen utilizar de forma indistinta, a pesar 

de que existen diferencias en los mecanismos subyacentes127. La corresistencia implica la 

presencia de varios determinantes genéticos de resistencia en un mismo EGM (p. ej. integrones, 

transposones o plásmidos), que pueden seleccionarse, transferirse y expresarse conjuntamente 

en el nuevo huésped228,229. Ejemplo de ello es la corresistencia a compuestos de amonio 

cuaternario y sulfonamidas, debido a la presencia de los genes qacEΔ1 y sul1 en integrones de 

tipo 1 localizados en plásmidos de resistencia230. Por el contrario, la resistencia cruzada supone 

que un único mecanismo de resistencia genere resistencia a múltiples compuestos no 

relacionados. La resistencia cruzada generalmente está causada por modificaciones en la 

permeabilidad de la membrana, la expresión de bombas de expulsión con múltiples substratos 

y la formación de biopelícula229,231–233. 

En la Tabla 9 se recogen diversos estudios en los que se ha observado corresistencia o resistencia 

cruzada entre biocidas (p. ej. hipoclorito de sodio, clorhexidina, cloruro de benzalconio o 

triclosán) y antibióticos en diferentes microorganismos. Aunque los mecanismos responsables 

no fueron analizados en todos los estudios, los más habituales son la expresión de bombas de 

expulsión o la modificación de la permeabilidad de membrana. En el caso de etanol y povidona 

yodada no se ha descrito corresistencia o resistencia cruzada con antimicrobianos130,147.En K. 

pneumoniae se ha descrito resistencia a colistina tras la adaptación a digluconato de 

clorhexidina, mediada por mutaciones en los genes pmrD y pmrK que causan un aumento de la 

expresión del operón, lo que resulta en una reducción de la carga negativa del lípido A e impide 

la unión de colistina a su diana182,234,235. 

También se ha descrito resistencia cruzada entre diferentes tipos de biocidas130. Gadea y 

colaboradores, describieron que la tolerancia adaptativa a triclosán en diversas especies 

bacterianas, incluyendo K. oxytoca, Enterobacter spp. y Salmonella spp., puede generar 

tolerancia a otros biocidas como clorhexidina y cloruro de benzalconio130. 
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Tabla 9. Resistencia cruzada conocida en los biocidas analizados y microrganismo en el que fueron descritas. 

Biocida Corresistencia o resistencia cruzada a: Microorganismo en el que se ha descrito  

Hipoclorito de 
sodio 

Ampicilina, gentamicina, polimixina, ciprofloxacino, rifampicina, 
claritromicina y tetraciclina 

Aislados de E. coli viables pero no cultivables tras exposición 
a 0,5 mg/l de hipoclorito de sodio236. 

 

Ampicilina, ceftazidima, cefotaxima, cefepime, gentamicina, 
tobramicina, amikacina, ciprofloxacino, ácido nalidíxico 

S. enterica (cepa dependiente) tras adaptación a hipoclorito 
de sodio237. 

 

Clorhexidina 

Cefotaxima, vancomicina, gentamicina, cefuroxima y oxacilina 
S. aureus tras exposición a concentraciones residuales de 
clorhexidina238. 

 

Colistina K. pneumoniae tras adaptación a clorhexidina182,234, 235.  

Ampicilina, amoxicilina clavulánico, cefpodoxima y cefalotina. 
E. coli tras exposición a concentraciones subletales de 
clorhexidina239. 

 

Cloruro de 
benzalconio 

Cotrimoxazol 
E. coli (detección simultanea de ambos fenotipos de 
resistencia)240. 

 

Ampicilina, amoxicilina, eritromicina y trimetoprim 
Pseudomonas spp. (detección simultanea de ambos 
fenotipos de resistencia)130,241. 

 

Cloranfenicol, tetraciclina, ampicilina, acriflavina 
S. enterica serovar Typhimurium tras adaptación a cloruro de 
benzalconio242. 

 

Ampicilina, sulfametoxazol y cefotaxima 
Múltiples especies (Bacillus spp., Enterobacterales…) tras 
adaptación a cloruro de benzalconio243. 

 

Triclosán 

Ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina 
S. enterica serovar Typhimurium tras adaptación a 
triclosán130. 

 

Cloranfenicol, eritromicina, imipenem, tetraciclina y cotrimoxazol E. coli tras adaptación a triclosán244.  

Betalactámicos, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, imipenem, 
tetraciclina, cotrimoxazol, ciprofloxacino… 

E. coli tras adaptación a triclosán245.  
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1.3. Biopelículas 

Las biopelículas se han definido como agregados de microorganismos, generalmente embebidos 

en una matriz autoproducida de EPS, en la que los microorganismos se adhieren entre sí y/o a 

una superficie y que presentan propiedades que no son predecibles a partir del estudio de las 

bacterias en estado plantónico246. La biopelícula proporciona un entorno estable, favorece la 

acumulación de nutrientes y enzimas en su interior y protege a las bacterias de las condiciones 

ambientales adversas, del sistema inmune del hospedador y del efecto de moléculas con 

actividad antibacteriana, como antimicrobianos, biocidas u otros compuestos tóxicos246,247. 

Además, la biopelícula favorece las interacciones entre las bacterias que la forman y facilita el 

intercambio de determinantes genéticos de resistencia246,247. 

Las biopelículas son una de las formas de vida más exitosas y frecuentes de la tierra, pudiendo 

ser el estado natural y predominante de las bacterias247. Todos los organismos superiores, 

incluyendo el ser humano, están colonizados por biopelículas bacterianas246,247. Las bacterias 

que las forman causan más del 65% de las infecciones, siendo particularmente frecuentes en 

infecciones relacionadas con dispositivos médicos, infecciones producidas en las superficies del 

cuerpo (p. ej. piel y tejidos blandos, pulmón, vejiga) y en infecciones crónicas248. 

K. pneumoniae es capaz de formar biopelículas, pero esta capacidad depende de la cepa y puede 

presentar diferentes cinéticas de formación249. La elevada capacidad de algunas cepas de K. 

pneumoniae para formar biopelículas es un factor que contribuye a que este patógeno sea uno 

de los principales causantes de infecciones nosocomiales, ya que le permite colonizar tanto las 

mucosas y la piel de los pacientes, reservorios inertes como los dispositivos médicos (p. ej. 

catéteres urinarios o tubos endotraqueales), o diversos ecosistemas ambientales, como los 

sifones de las duchas o las aguas residuales hospitalarias250–252. La formación de biopelículas 

aumenta la supervivencia de K. pneumoniae en el medio ambiente, facilitando la formación de 

reservorios ambientales nosocomiales, que dificultan el control de los brotes, incrementa la 

tolerancia antimicrobiana y favorece la transmisión de determinantes de resistencia82,253,254. 

1.3.1. Formación de biopelículas 

La formación de biopelículas es un proceso secuencial que implica cinco etapas: adhesión 

reversible, adhesión irreversible, crecimiento de microcolonias, maduración y dispersión (Figura 

7)255. 



 

 

 

Figura 7. Esquema de formación de las biopelículas, adaptado de Flemming y Wingender256. (A) Adhesión 
reversible, (B) adhesión irreversible, (C) crecimiento de microcolonias, (D) maduración y dispersión.  

Las primeras etapas permiten la adhesión de las bacterias a la superficie255. Inicialmente las 

bacterias utilizan diversos orgánulos y proteínas extracelulares (p. ej. flagelos, fimbrias) para 

detectar y adherirse de forma reversible a las superficies257. A continuación, la secreción de EPS 

permite que esta unión sea irreversible257. Posteriormente, las bacterias se multiplican y forman 

microcolonias (10-100s µm de diámetro) que continúan produciendo EPS y se encapsulan, lo 

que forma una barrera física frente el entorno extracelular257. En la cuarta etapa, la comunidad 

bacteriana y la cantidad de EPS aumenta y se forma una estructura tridimensional (Figura 8)257. 

El incremento del número de bacterias puede deberse al reclutamiento de bacterias plantónicas 

o a crecimiento clonal, este último mecanismo es el que utiliza K. pneumoniae en la maduración 

de la biopelícula247,257,258. Finalmente, en la última etapa, algunas células se desprenden y se 

dispersan257. Esta etapa es esencial en el ciclo de la biopelícula ya que le permite responder a 

factores externos y formar nuevas biopelículas257.  

 

Figura 8. Imagen de biopelícula formada por aislado ST15/OXA-48 de Kp-PC obtenida mediante microscopia 
láser confocal de barrido (CLSM) y el software Imaris. 
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La formación de biopelícula está regulada mediante sistemas de comunicación entre bacterias 

o quorum sensing, a través de pequeñas moléculas difusibles producidas por las bacterias 

llamadas autoinductores259. A medida que la población bacteriana aumenta, estas moléculas se 

acumulan en su entorno, pueden unirse a sus receptores y activar la expresión de genes 

relacionados con la formación de biopelícula259. Estos sistemas son muy complejos y varían entre 

especies bacterianas. En K. pneumoniae, la formación de biopelícula está regulada 

principalmente por el autoinductor AI-2, codificado por luxS, N-octanoil homoserina lactona y 

N-3-dodecanoil-L-homoserina lactona260. 

1.3.2. Factores de virulencia implicados en la formación de biopelículas en K. 

pneumoniae 

Diversos factores de virulencia contribuyen a la formación de biopelículas en K. pneumoniae, 

como las fimbrias y los polisacáridos capsulares254. 

Las fimbrias son estructuras muy frecuentes entre las bacterias Gram negativas y permiten la 

adhesión a superficies tanto bióticas como abióticas254,261. K. pneumoniae produce dos fimbrias 

principales conocidas como fimbrias de tipo 1 y tipo 3, asociadas con la adhesión celular y 

formación de biopelículas, tanto en las etapas iniciales como en la etapa de maduración250,262. 

Las fimbrias de tipo 1, codificadas por el operón fimAICDFGH, están compuestas por 

subunidades repetidas de FimA que se organizan en una estructura helicoidal conectada a la 

adhesina de la punta (FimH) mediante FimF y FimG263,264 (Figura 9). La adhesina FimH, permite 

la unión a glicoconjugados que contienen manosa, incluyendo las células del tracto urinario y 

respiratorio262–266. El ensamblado de la fimbria utiliza la ruta “chaperona/usher” la cual requiere 

una chaperona periplásmica (FimC) y una plataforma de ensamblaje de membrana externa 

denominada “usher” (FimD)263,267. La chaperona media el plegamiento de la subunidades 

estructurales, evita su polimerización en el periplasma y dirige su paso al “usher”261,267. 

Finalmente, el gen fimI es necesario para la formación de la fimbria pero su función es 

desconocida263,268. Este tipo de fimbria es muy frecuente en Enterobacterales y se ha 

demostrado que está implicada en la patogénesis de E. coli y K. pneumoniae en las infecciones 

del tracto urinario humano262. En K. pneumoniae el entorno del huésped influye en la regulación 

de la expresión de la fimbria de tipo 1 mediante un “interruptor” (elemento genético invertible 

que contiene el promotor del gen fimA), que se encontraría infraexpresado en la colonización 

gastrointestinal y sobreexpresado en infección del tracto urinario, donde le permite formar 

biopelículas intracelulares258,266. 



 

 

La fimbria de tipo 3, codificada por el operón mrkABCDF, es una fimbria compuesta por la 

subunidad estructural principal MrkA y la adhesina de la punta MrkD (Figura 10)262,269. La 

adhesina MrkD, media la unión de K. pneumoniae a receptores tisulares como el colágeno, pero 

no parece ser necesaria para la formación rápida y eficiente de biopelícula262,270. Por el contrario, 

la subunidad estructural MrkA, es suficiente para facilitar las interacciones para la formación 

eficiente de biopelículas sobre superficies abióticas ,por lo que es posible que existan adhesinas 

diferentes a MrkD aún no descritas262,271. Al igual que la fimbria de tipo 1, se ensambla con una 

ruta “chaperona/usher”, mediante la chaperona MrkB y la proteína “usher” MrkC269. 

Finalmente, MrkF parece dar estabilidad a la estructura y participar el ensamblado269. Estas 

fimbrias median la unión de Klebsiella spp. a diversos tipos de células, como las endoteliales y 

epiteliales del tracto urinario y respiratorio, y facilitan la adherencia y la formación de 

biopelículas en superficies inertes262,265,270,272. 

 

Figura 9. Estructura de fimbria de tipo 1. FimHP y FimHL: subdomínios de FimH, pilina y lectina 
respectivamente. ME: membrana externa; MI: membrana interna. DsbA: oxidorreductasa que induce la 
formación del enlace disulfuro en FimA lo que permite que sea reconocida por la chaperona FimC. SEcYEG: 
poro transmembrana que permite la translocación las subunidades que forman la fimbria del citoplasma al 
periplasma. Adaptada de Alonso-Caballero y colaboradores264. 

 
Figura 10. Estructura de fimbria de tipo 3. Adaptada de Murphy y colaboradores273. 
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La cápsula, presente en la mayoría de los aislados de K. pneumoniae, es una matriz de 

polisacárido extracelular que recubre la superficie de la bacteria274. Esta estructura protege a la 

bacteria frente al sistema inmune del huésped, reduciendo la fagocitosis, la respuesta 

inflamatoria temprana e inhibiendo la maduración de las células dendríticas a la vez que 

proporciona protección frente a péptidos antimicrobianos17,274,275. 

El papel de la cápsula en la formación de la biopelícula en K. pneumoniae es controvertido. Por 

un lado, se ha descrito que la cápsula actúa como una barrera física para las fimbrias, reduciendo 

la formación de biopelícula276. Por el contrario, Balestrino y colaboradores sugieren que la 

cápsula contribuye a la formación de la biopelícula en superficies abióticas, tanto en etapas 

iniciales, evitando la adhesión entre las bacterias plantónicas y permitiendo una distribución 

regular en la superficie a la que se adhieren, como durante la maduración de la biopelícula277. 

Estos autores estudiaron mutantes defectivos de K. pneumoniae y observaron que en ausencia 

de cápsula las bacterias se unieron entre sí y a la superficie de forma irregular sin que se formara 

la estructura tridimensional clásica de la biopelícula277. Estos datos parecen indicar que la 

formación de biopelícula depende de la coordinación entre la expresión de fimbrias y la 

producción de cápsula, lo que sugiere que la comunicación intercelular o quorum sensing entre 

las bacterias es esencial en este proceso254. 

1.3.3. Matriz extracelular 

La matriz de la biopelícula es el material extracelular producido por la población bacteriana de 

la biopelícula256. La composición de la matriz varía por factores ambientales y en función de las 

bacterias que forman la biopelícula278. Está principalmente formada por agua (>97%), la cual 

contiene el resto de los elementos funcionales y estructurales como polisacáridos, proteínas, 

ADN extracelular y lípidos246,256. Los polisacáridos son uno de los componentes mayoritarios, con 

función estructural y de adhesión, aunque su composición y propiedades son muy variables en 

función de las especies bacterianas que forman la biopelícula256,279. Por otra parte, las proteínas 

incluyen tanto enzimas (p. ej. digestivas, enzimas que degradan EPS) como proteínas 

estructurales que estabilizan la matriz256. El ADN extracelular facilita la adhesión interactuando 

con receptores de la superficie y es capaz de actuar como substancia quelante de cationes 

metálicos y antibióticos cargados positivamente247. Finalmente, la matriz de la biopelícula puede 

contener lípidos implicados en la adhesión a superficies o con propiedades antifúngicas (p. ej. 

biosurfactantes)256. 

El estudio de la composición de la matriz es complejo ya que están formadas por componentes 

fuertemente adheridos a las bacterias y que requieren diferentes métodos de extracción para 



 

 

su análisis256. En el caso de K. pneumoniae, el estudio de Singh y colaboradores, en el que se 

analiza la composición de la matriz de 257 aislados clínicos de K. pneumoniae por diversas 

técnicas reveló una composición química muy heterogénea entre los aislados278. 

La matriz participa en la adhesión a superficies, aporta estabilidad mecánica y cohesión a la 

biopelícula y le proporciona numerosas de sus principales propiedades256. La matriz favorece la 

captación eficaz de nutrientes y la retención de las enzimas producidas por las bacterias que 

forman la biopelícula, a diferencia de las producidas por bacterias plantónicas que difunden en 

el ambiente246,256. Estas enzimas optimizan la digestión de macromoléculas favoreciendo la 

adquisición de nutrientes y actúan como factores de virulencia246,256. La matriz también aporta 

protección frente a los agentes externos, protegiendo a las bacterias frente a la desecación y 

actuando como barrera física frente a antimicrobianos, biocidas y sustancias tóxicas y 

protegiendo a las bacterias del sistema inmune del hospedador247,256. Además, la matriz 

incrementa la proximidad entre las bacterias que forman la biopelícula, sean o no de la misma 

especie, lo que facilita la interacción entre ellas194. Estas interacciones pueden ser de 

cooperación (p. ej. secreción de quelantes de nutrientes, enzimas digestivas, adhesinas 

superficiales, agentes humectantes, polímeros estructurales y moléculas de señalización) o de 

competencia (p. ej. secreción de antibióticos o inyección de toxinas en células adyacentes) y 

aportan nuevas capacidades a la biopelícula 194. 

 

1.3.4. Tolerancia a biocidas y resistencia a antimicrobianos en la biopelícula 

La biopelícula presenta mecanismos, además de la barrera física proporcionada por la matriz, 

que le proporcionan una mayor tolerancia que las bacterias plantónicas a antimicrobianos y 

biocidas 246,280,281. Por un lado, las biopelículas contienen células en fase estacionaria a causa de 

la disminución de nutrientes y oxigeno disponibles, cuyo número aumenta a medida que la 

biopelícula madura, y que presentan tolerancia fisiológica a los antimicrobianos que dependen 

del metabolismo bacteriano para ejercer su actividad246,280. Por otro lado, la regulación de la 

expresión génica, como la sobreexpresión de bombas o betalactamasas, puede verse afectada 

por la exposición a antimicrobianos dentro de la biopelícula dando lugar a tolerancia 

adaptativa280. 

En el caso de K. pneumoniae las biopelículas a menudo son más resistentes a los antimicrobianos 

que las células plantónicas254. Diversos estudios han analizado la actividad in vitro de 

antimicrobianos frente a biopelículas de K. pneumoniae, observándose que son menos sensibles 

a ampicilina, piperacilina, ciprofloxacino y amikacina que las bacterias plantónicas282,283. Los 
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principales mecanismos de resistencia frente a antimicrobianos en biopelículas de K. 

pneumoniae son la barrera física de la matriz en las biopelículas maduras, el crecimiento lento 

por limitación de nutrientes y oxígeno en el interior de la biopelícula y la inactivación de los 

antimicrobianos como la ampicilina por betalactamasas secretadas254. En el caso de los biocidas, 

parece que la reducción de sensibilidad se debe generalmente a la tolerancia mediada por 

adaptación fisiológica a causa de la reducción en la tasa de crecimiento, el estrés nutricional y la 

exposición a concentraciones subletales de desinfectantes281. Este fenotipo generalmente es 

transitorio y se pierde en el estado plantónico281. 

Además, la biopelícula es una estructura que puede actuar como reservorio de determinantes 

de resistencia a antimicrobianos y a biocidas y favorecer su transferencia284. Los principales 

factores que favorecen la adquisición de resistencia en la biopelícula son el incremento de la 

tasa de mutación, la frecuente exposición a concentraciones subletales de estos compuestos, la 

generación de un entorno idóneo para la transferencia de EGMs y la presencia de eDNA246,280,284–

286. 

En las biopelículas la tasa de mutación es mayor que en células plantónicas, ya que la respuesta 

bacteriana al estrés producido por los diferentes gradientes presentes en la biopelícula (p. ej. 

nutrientes, oxígeno, pH) incrementa la probabilidad de que se produzcan mutaciones que 

generen resistencia a antimicrobianos y biocidas280,281,287. Además, las biopelículas pueden verse 

expuestas de forma constante a concentraciones subinhibitorias de antimicrobianos, metales 

pesados, tóxicos o biocidas, ya sea por una mayor captación de los mismos, contaminación 

ambiental o los tratamientos prolongados necesarios para su erradicación246,284,285. Esta 

exposición continua puede estimular la aparición y selección de la resistencia a 

antimicrobianos246. 

Las biopelículas constituyen un entorno ideal para la adquisición y transferencia de EGMs que 

movilicen genes de resistencia246,284. La acumulación de EGMs puede deberse a la presencia de 

un entorno físico estable y el aumento de transferencia de EGMs puede deberse a la alta 

densidad celular que favorece la proximidad entre las bacterias donadoras y receptoras246,284. 

Uno de los mecanismos más frecuentes de transferencia de EGMs en las biopelículas es la 

conjugación, aunque parece ser que la biopelícula solo favorece la transferencia de plásmidos 

en las etapas iniciales mientras que en las biopelículas maduras se ve limitada por distancia entre 

las bacterias donantes y receptoras y por factores estresantes como la ausencia de 

nutrientes246,288–291. En K. pneumoniae, se ha demostrado una mayor transferencia de plásmidos 

portadores de determinantes de resistencia (p. ej. blaCTX-M-15, blaNDM-1, blaOXA-48) en biopelículas 



 

 

respecto a células plantónicas289,292–294. En un trabajo publicado por nuestro grupo se estudió la 

frecuencia de conjugación de plásmidos IncL portadores de genes que codifican 

carbapenemasas del grupo OXA-48 desde aislados de K. pneumoniae a un aislado de E. coli en 

biopelículas mixtas, y se observó una mayor frecuencia de conjugación en biopelículas formadas 

por aislados pertenecientes a clones epidémicos que en estado planctónico294. Finalmente, otro 

mecanismo que podría estar implicado en la transferencia de determinantes de resistencia en 

biopelículas es la transformación del eADN presente en la matriz, tal como describen algunos 

estudios in vitro en Streptococcus spp., Acinetobacter spp. y Neisseria gonorrhoeae286,295–297. 

1.3.5. Estudio de la formación de biopelículas 

El estudio de la formación de biopelículas in vitro es complejo y no existe un método estándar, 

por lo que se debe valorar qué dispositivos y qué metodología son los más adecuados en cada 

caso298. 

La biopelícula puede estudiarse desde diferentes aproximaciones que implican diferentes 

dispositivos y técnicas298. En la Tabla 10 se resumen las principales ventajas e inconvenientes de 

los dispositivos más utilizados mientras que en las Tablas 11 y 12 se resumen las principales 

ventajas e inconvenientes de las técnicas indirectas y directas más utilizadas, respectivamente. 
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Tabla 10. Dispositivos comúnmente utilizados para el estudio de biopelículas298. 

Dispositivo  Descripción Principales ventajas Principales inconvenientes 

Placas de 
micropocillos 

Inoculación de una suspensión bacteriana 
en placas de poliestireno con pocillos de 
fondo plano. 

- Es el método más utilizado 
- Económico 
- No requiere equipos avanzados 
- Alto rendimiento  
- Obtención de imágenes no invasivas 
- Determinación de biomasa y la viabilidad bacteriana 

(tras sonicación)  

- No aporte continuo de nutrientes  
- Incapacidad para distinguir las bacterias 

sedimentadas de las que forman la biopelícula  
- Medición únicamente del punto final 
- Baja reproducibilidad (en ocasiones) 
- La sonicación puede afectar la fisiología bacteriana 
- La biopelícula puede desprenderse  

Dispositivo de 
Calgary 

Inoculación de suspensión bacteriana en 
placas de poliestireno cubiertas. La 
biopelícula se forma sobre unas púas que 
sobresalen de la tapa que cubre los 
pocillos. 

- Permite la modificación de las condiciones de cultivo 
- Menor sensibilidad a la sedimentación que el método 

anterior 
- Determinación de biomasa y viabilidad bacteriana 

(tras sonicación) 

- No aporte continuo de nutrientes  
- Relativamente caro 
- Medición únicamente del punto final 
- La sonicación puede afectar la fisiología bacteriana o 

no conseguir desprender todas las bacterias 
- La biopelícula puede desprenderse durante los 

lavados 

Dispositivo de 
Robbins y 
dispositivo 
modificado de 
Robbins 

Sistema con flujo continuo, con diversos 
puertos de muestreo en los que se 
disponen las superficies donde se va a 
formar la biopelícula. En el dispositivo 
modificado el canal es cuadrado y los 
puertos están alineados para evitar la 
alteración del flujo.  

- Aporte continuo de nutrientes  
- Experimentos de largo plazo 
- Análisis de diferentes materiales como sustrato  
- Muestreo independiente de las superficies 

analizadas 

- Caro 
- Rendimiento bajo o medio 
- Equipamiento específico: bombas o sistemas de flujo 
- No permite la inspección a tiempo real 

 

Biorreactores 
rotantes 

Dispositivos compuestos por dos cilindros 
concéntricos, el externo es estático y el 
interno es giratorio y contiene las 
superficies donde se forma la biopelícula. 

- Aporte continuo de nutrientes  
- Condiciones relativamente constantes  
- Análisis de diferentes materiales como sustrato 

- Bajo rendimiento 
- Caro 

Cámaras de 
flujo laminar o 
“Flow cells” 

Dispositivos formados por una cámara 
transparente de paredes planas con 
canales a través de los cuales circula medio 
de cultivo líquido.  

- Aporte continuo de nutrientes  
- Observación directa y no destructiva: estudio 

dinámico 

- Equipamiento especializado: cámara de flujo, 
dispositivos que atrapen las burbujas y bombas 
peristálticas 

- Estudio simultáneo de un número reducido de 
biopelículas  

- Caro 
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Tabla 11. Técnicas indirectas comúnmente utilizadas para el estudio de biopelículas298. 

Técnica Descripción Principales ventajas Principales inconvenientes 

Tinción con cristal violeta Estudio de la biomasa por 
tinción con cristal violeta y 
mediación de la densidad 
óptica.  

- Es el método más utilizado 
- Versátil 
- Independiente de viabilidad bacteriana 

o sonicación  
- Evaluación simultánea de diferentes 

condiciones  

- Incapacidad para distinguir bacterias viables de no 
viables, bacterias de los componentes de la matriz 
extracelular y distinguir diferentes especies bacterianas 
en biopelículas mixtas 

- Baja reproducibilidad 
- Baja sensibilidad 
- Ausencia de un protocolo estándar  

Peso de la biopelícula Estudio de la biomasa por 
medición de su peso. 

- Sencillo  
- Económico 

- Laborioso, el proceso requiere mucho tiempo 
- Baja sensibilidad  
- Baja precisión 

Recuento de UFC Estudio de la viabilidad de las 
bacterias mediante el 
recuento en placa de UFC/ml. 

- Sencillo 
- Económico 
- Disponible en la mayoría de 

laboratorios 

- Incapacidad de detección de bacterias viables, pero no 
cultivables  

- Laborioso, el proceso requiere mucho tiempo 
- Únicamente aplicable a bacterias que crecen en placas de 

agar sólido. 

Citometría de flujo Estudio de la viabilidad 
mediante el uso de 
fluoróforos. 

- Rápido y preciso 
- Distinción entre bacterias no viables y 

viables no cultivables  

- Caro 

PCR cuantitativa Estudio de la biomasa 
mediante amplificación de 
ADN diana mediante qPCR. 

- Rápido  
- Permite la cuantificación de diferentes 

especies dentro de la misma muestra 

- Caro 
- Sobrestimación debido a eDNA y ADN derivado de las 

bacterias no viables.  

Métodos colorimétricos de 
estudio del metabolismo 
celular 

Estudio de viabilidad basado 
en cambios de color 
producidos por la actividad 
metabólica bacteriana. 

- Versátil (aplicable a una amplia gama de 
microorganismos)  

- Alto rendimiento  
- Técnica conservadora, no requiere la 

destrucción de la biopelícula. 

- Límite de detección alto (>103-108 UFC/biopelícula) 
- Difícil de usar en biopelículas polimicrobianas (diferentes 

tasas metabólicas) 
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Tabla 12. Técnicas directas comúnmente utilizadas para el estudio de biopelículas298,299. 

Técnica Descripción Principales ventajas Principales inconvenientes 

Microscopía óptica Microscopía clásica tras tinción (p.ej. 
hematoxilina-eosina, PAS). 

- Económico 
- Sencillo 
- Permite captar imágenes de regiones 

grandes de la muestra  

- Baja resolución 
- Requiere tinción  
- Difícil diferenciación de morfotipos 

bacterianos 

Microscopía Láser 
Confocal de Barrido 
(CLSM) 

Detección de señales fluorescentes de un 
mismo plano focal. Combinación de señales de 
diferentes planos que permite la 
reconstrucción de una imagen tridimensional 
de la muestra y extracción de parámetros 
estructurales cuantitativos (p. ej. volumen, 
espesor, rugosidad). 

- Permite la reconstrucción de imágenes 
tridimensionales. 

- Distingue las bacterias viables de las no 
viables 

- Permite el estudio del efecto de 
antimicrobianos  

- Generalmente requiere el uso de 
fluoróforos o bacterias modificadas (p. ej. 
que expresen GFP) 

- Disponibilidad escasa de sondas específicas  
- Interferencia con autofluorescencia natural  

Microscopía 
Electrónica de Barrido 
(SEM) 

Estudia la superficie de la muestra mediante 
un haz de electrones enfocado con lentes 
magnéticas. 

Variaciones: Criomicroscopía electrónica de 
barrido (más sencillo, pero menor resolución, 
más caro y la superficie puede deteriorarse a 
gran magnificación) y el FIB (Focused ion 
beam)-SEM (permite la reconstrucción 
tridimensional). 

- Alta resolución  
- Buena profundidad de campo 
- Amplia gama de aumentos 

- Preparación compleja y laboriosa de la 
muestra 

- Posible destrucción de la estructura de la 
muestra o generación de artefactos 
durante la preparación 

Microscopía de Fuerza 
Atómica (AFM) 

Estudio de características diversas (p. ej. 
grosor, rugosidad, viscoelasticidad de la 
biopelícula) mediante detección de la fuerza 
generada entre la punta de la sonda y la 
muestra. 

- Imágenes a nivel micrométrico  
- Conservadora 
- Resolución alta y constante 
- Reconstrucción de imágenes 

tridimensionales 
- Evaluación cualitativa y cuantitativa de 

biopelículas vivas en condiciones 
fisiológicas 

- Generación de artefactos (aunque 
generalmente se consideran 
insignificantes)  
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2. Hipótesis y objetivos
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2.1. Hipótesis de trabajo  

2.1.1. Capítulo 1 

2.1.1.1. La actividad de biocidas frente a clones epidémicos de K. pneumoniae 

productor de carbapenemasas puede ser inferior que frente a clones no 

epidémicos. 

 

2.1.1.2. La presencia de bombas de expulsión en K. pneumoniae productor de 

carbapenemasas puede estar relacionado con la sensibilidad reducida a 

biocidas. 

 

2.1.2. Capítulo 2  

2.1.2.1. La capacidad de producción de biopelícula de clones epidémicos de K. 

pneumoniae productor de carbapenemasa puede ser superior que la de 

clones no epidémicos. 

 

2.1.2.2. La exposición a concentraciones subletales de biocidas puede favorecer 

la capacidad de formación de biopelícula en K. pneumoniae productor de 

carbapenemasa. 

  



 

 

2.2. Objetivos del estudio 

2.2.1. Capítulo 1 

2.2.1.1.  Determinar la actividad in vitro de biocidas frente a aislados de K. 

pneumoniae productor de carbapenemasa. 

 

2.2.1.2. Identificar genes que codifican bombas de expulsión que pudieran tener 

algún papel en el desarrollo de sensibilidad reducida a biocidas. Analizar la 

relación que pueda existir entre la presencia de genes de bombas de 

expulsión y la actividad in vitro de biocidas. 

 

2.2.2. Capítulo 2  

2.2.2.1. Evaluar la capacidad de formación de biopelículas y determinar si los 

aislados pertenecientes a clones epidémicos tienen mayor capacidad de 

formación de biopelícula que los aislados pertenecientes a clones no 

epidémicos.  

 

2.2.2.2. Evaluar la viabilidad y dinámica de formación de las biopelículas 

formadas por aislados pertenecientes a clones epidémicos. 

 

2.2.2.3. Evaluar la presencia del operón que codifica la fimbria de tipo 3 

(mrkABCDF), determinar la expresión relativa del gen mrkA y analizar si 

existen diferencias entre aislados de clones epidémicos y aislados de clones 

no epidémicos. 

 

2.2.2.4. Evaluar la capacidad de formación, viabilidad y dinámica de formación 

de las biopelículas en presencia de concentraciones subletales de biocidas.
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3. Material y métodos 
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3.1. Material 

3.1.1. Cepas bacterianas 

Se seleccionaron 17 aislados clínicos de Kp-PC representativos de los diferentes secuenciotipos 

y tipos de carbapenemasas que circulaban en los hospitales españoles durante 2012-2015 (Tabla 

13). Once aislados provenían de un estudio multicéntrico español realizado en el Laboratorio de 

Referencia e Investigación para la Resistencia a los Antibióticos (Centro Nacional de 

Microbiología [CNM], Madrid) y 6 aislados provenían del Laboratorio de referencia para tipado 

molecular de patógenos nosocomiales y detección de mecanismos de resistencia a 

antimicrobianos de interés sanitario en Andalucía del Programa PIRASOA (Hospital Universitario 

Virgen Macarena, Sevilla)101. 

Tabla 13. Principales características de los 17 aislados de Kp-PC incluidos en este trabajo. 

 Secuenciotipo  Origen1  Clon epidémico2  
Genes que codifican carbapenemasa o BLEE 

  
Carbapenemasa BLEE del grupo CTX-M 

 ST101  CNM  Sí  blaKPC-2 bla CTX-M-15   

 ST258  PIRASOA  Sí  blaKPC-3 No   

 ST512  PIRASOA  Sí  blaKPC-3 No   

 ST11  CNM  Sí  blaVIM-1 bla CTX-M-15   

 ST15  CNM  Sí  blaVIM-1 No   

 ST147  CNM  Sí  blaVIM-1 bla CTX-M-9 
3   

 ST11  CNM  Sí  blaOXA-245 bla CTX-M-15   

 ST11  PIRASOA  Sí  blaOXA-48 bla CTX-M-15   

 ST15  PIRASOA  Sí  blaOXA-48 bla CTX-M-15   

 ST37  PIRASOA  Sí  blaOXA-48 No   

 ST405  CNM  Sí  blaOXA-48 bla CTX-M-15   

 ST340  CNM  No  blaVIM-1 No4   

 ST437  CNM  No  blaOXA-245 No   

 ST13  CNM  No  blaOXA-48 No   

 ST16  CNM  No  blaOXA-48 bla CTX-M-15   

 ST846  CNM  No  blaOXA-48 bla CTX-M-15   

 ST899  PIRASOA  No  blaOXA-48 No   
1 CNM: Laboratorio de Resistencia a Antibióticos, Centro Nacional de Microbiología, ISCIII. Madrid, 
PIRASOA: Laboratorio de referencia para tipado molecular de patógenos nosocomiales y detección de 
mecanismos de resistencia a antimicrobianos de interés sanitario de Andalucía (Hospital Universitario 
Virgen Macarena, Sevilla, España). 
2 Criterios extraídos de la publicación de Navon-Venezia et al16. 
3 También se identificó el gen blaSHV-12 
4 También se identificó el gen blaTEM-30 
 



 

 

3.1.2. Productos químicos 

Tabla 14. Productos químicos utilizados. 

Ácido acético (Panreac Química, España) Cristal violeta (VWR Chemicals, EUA) 
Agarosa D1 Low EEO (Conda pronadisa, 
España) 

Etanol absoluto (Sigma Aldrich, EUA) 

Agua destilada (Panreac Química, 
España) y MilliQ 

Fosfato disódico hidratado (Panreac Química, 
España) 

NaOH (Merck, Alemania) Fosfato potásico dihidratado (Merck, Alemania) 
β-mercaptoetanol (Panreac Química, 
España) 

Glucosa (Sigma Aldrich, EUA) 

Cloruro amónico (Sigma Aldrich, EUA) Metanol (Sigma Aldrich, EUA) 
Cloruro cálcico (Sigma Aldrich, EUA) Proteinasa K (Roche, Suiza) 
Cloruro magnésico (Sigma Aldrich, EUA) Sulfato magnésico (Sigma Aldrich, San Luis, EUA) 

Cloruro sódico (Sigma Aldrich, EUA)  

 

3.1.3. Soluciones 

Tabla 15. Soluciones utilizadas. 

Solución Composición 

Glucosa al 20% 20 g de glucosa por 100 ml de H2O estéril (solución preparada en el 
laboratorio) 

PBS 0,144 g KH2PO4, 1,775 g NaHPO4 heptahidratado, 8,5 g NaCl y agua 
destilada c.s.p. 1L; pH 7,2 (solución preparada en el laboratorio) 

TAE 1% 20 ml TAE al 50% (242 g Tris base (Sigma Aldrich, EUA), 57,1 ml ácido 
acético, 37,2 g Na2EDTA dihidratado (Sigma Aldrich, EUA), agua c.s.p. 
1L) en 980 ml agua destilada (solución preparada en el laboratorio) 

Solución de lisis 
para la extracción 
de ADN 

200 µl de lisozima 50 mg/ml, 100 µl de lisostatina 2 mg/ml, 20 µl de Tris-
HCl 1 M, 4 µl de EDTA 0,5 M (Todos de Sigma Aldrich, EUA) y 676 µl de 
H2O (solución preparada en el laboratorio) 

 

3.1.4. Reactivos 

Tabla 16. Reactivos utilizados. 

Proceso Reactivo 

PCR 0,2 µl de Taq 5U/ µl (Invitrogen, EUA), 5 µl de Buffer Taq 10X, 2,5 µl de 
cebadores [10µM] F y R (TibMolbiol, Alemania), 2 µl MgCl2, 4 µl dNTPs 
(Invitrogen, EUA) y 31,8 µl de agua MilliQ (por reacción) + 2 µl de ADN 

Electroforesis  RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (INtRON Biotechnology, Corea) 
Secuenciación 
del genoma 
completo 

Extracción de ADN: DNeasy® Blood and Tissue Kit (250) (Qiagen, Alemania) 
Preparación de la librería: Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina®, EUA), 
1X dsDNA HS (high sensitivity) Assay Kit (Thermo Scientifics, EUA) 
Secuenciación: MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina®, EUA) 

Expresión 
génica 

Extracción de ARN: RNeasy mini kit (Qiagen, Alemania) 
Tratamiento Dnasa: Ambion® RNA (Life Technologies, EUA) 
Transcripción: Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Sigma Aldrich, 
EUA) 
RT-PCR: LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I (Roche, Suiza) 

CLSM FilmTracerTM LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit (Invitrogen, EUA) 
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3.1.5. Equipos 

 Tabla 17. Equipos utilizados. 

Autoclaves  Modelo Presoclave 75 (pSelecta, España) 
Balanzas electrónicas de 
precisión 

Modelo ER-120A (A&D), Modelo PS 360.X2 (Radwag, Polonia) 

Baño  Modelo UNITRONIC OR (pSelecta, España) 
Centrífuga de placas de 
96 pocillos 

Eppendorf centrifuge 5810R (Eppendorf, Alemania) 

Congeladores y 
frigoríficos 

4ºC, -20ºC y -80ºC: varios modelos 

Electroforesis en gel Microondas: EM-G4752N 900W (Sanyo, Japón) 
Matraz erlenmeyer 500 ml (Labbox, España) 
Moldes y peines para geles (BioRad, EUA) 
Cubeta de electroforesis horizontal y electrodos (BioRad, EUA) 
Fuente de alimentación 1000/500 Power Supply (BioRad, EUA) 
Cámara de revelado: Gel Logic 200 Imaging System (Kodak, EUA) 

Lector de microplacas  Modelo Infinite 200Pro (Tecan, Suiza) 
Estudio de sensibilidad MicroScan WalkAway® 96 plus (Siemens, Alemania) 

Panel Neg MIC 44 (Beckman Coulter, EUA) 
Estufas 25ºC modelo PREBATEM TFT (pSelecta, España)  

37ºC B6420 (Heraeus instruments, Alemania) 
Extracción de ácidos 
nucleicos 

Extracción: QIAcube (Qiagen, Alemania)  

Cuantificación de ácidos 
nucleicos 

Nanodrop® modelo ND-1000 Spectrophotometer (Thermo 
Scientifics, EUA), Qubit Fluorometer (Thermo Scientifics, EUA) 

Microscopio CLSM Zeiss LSM710 CLSM (Carl Zeiss, Alemania) 
Sistema “Flow cell” 
 

Bomba peristáltica: Watson-Marlow 205S peristaltic pump 
(Watson-Marlow Fluid Technology Group, Reino Unido). 
Tubos de silicona de 1 mm de diámetro (Lindemann GmbH, 
Alemania) 
“Bubble trap” (DTU Bioengineering, Universidad Técnica de 
Dinamarca) 
Jeringuillas de insulina 1 ml, jeringas de plástico de 5 ml y aguja 
30G (Becton, Dickinson and Company, EUA) 
 Tapones (B Braun,Melsungen, Alemania) 
“Flow cell” (DTU Bioengineering, Universidad Técnica de 
Dinamarca) 
Cubres 24 x 60 mm (Deltalab, España) 
Bolas de vidrio (Sigma Aldrich, EUA) 
Matraz erlenmeyer de 3 L (Labbox, España) 
Garrafa de desechos 

Secuenciador  MiSeq System Illumina® (Illumina®, EUA) 
Sonicador  Modelo 513. Watt. 100. Volt. 220 (pSelecta, España) 
Termocicladores  
 

2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA) 
SureCycler 8800 Thermal Cycler (Agilent Technologies, EUA) 
LightCycler® 2.0 Instrument (Roche, Suiza) 



 

 

3.1.6. Medios de cultivo 

Tabla 18. Medios de cultivo utilizados. 

Medio Descripción Componentes 

MacConkey (Oxoid, 
Reino Unido) + 2 mg/l 
de cefotaxima (Sigma-
Aldrich, EUA) 
 

Medio selectivo y 
diferencial 

MacConkey Agar Nº3 (Oxoid): Peptona (20 
g/l), lactosa (10 g/l), sales biliares No.3 (1,5 
g/l), cloruro de sodio (5 g/l), rojo neutro 
(0,03 g/l), cristal violeta (0,001 g/l), agar 
(15 g/l) 
Cefotaxima (2mg/l) (Sigma-Aldrich, EUA); 
pH 7,1. 

Mueller Hinton Broth 
II (Oxoid, Reino 
Unido) 

Medio líquido para el 
estudio de sensibilidad 
antimicrobiana. 

Extracto de carne bovina (3 g/l), 
hidrolizado de caseína (17,5 g/l), almidón 
(1,5 g/l); pH 7,3 

Mueller Hinton Agar II 
(Oxoid, Reino Unido) 

Medio sólido para el 
estudio de sensibilidad 
antimicrobiana. 

Extracto de carne bovina (3 g/l), 
hidrolizado de caseína (17,5 g/l), almidón 
(1,5 g/l), agar (17 g/l); pH 7,3 

Sales M9 5X Componente del 
medio M9 

Na2HPO4 · 7 H2O (64 g), KH2PO4 (15 g), NaCl 
(2,5 g), NH4Cl (5 g), H2O (1 l)  

Medio M9 Medio líquido mínimo Sales M9 5x (200 ml/l), sulfato magnésico 1 
M (2ml/l), cloruro cálcico 1 M (100 μl/l), 
glucosa 20% (20 ml/l); pH 7,0 

Medio FAB 
modificado 

Medio líquido mínimo MgCl2 1 M (3000 μl), CaCl2 0,1 M (300 μl), 
metales traza (300 μl), H2O destilada (2700 
ml), medio A-10 (300 ml), 816 μl glucosa 
20% filtrada 

Medio A-10 Componente de medio 
mínimo FBA 

H2O destilada (2500 ml), (NH4)SO4 (5 g), 
Na2HPO4·2H2O (15 g), KH2PO4 (7,5 g), NaCl 
(7,5 g) 

Metales traza Componente de medio 
mínimo FBA 

H2O destilada (1000 ml), Ca2SO4·2H2O (200 
mg), FeSO4·7H2O (200 mg), MnSO4·H2O (20 
mg), CuSO4·5H2O (20 mg), ZnSO4·7H2O (20 
mg), CoSo4·7H2O (10 mg), NaMoO4·H2O (10 
mg), H3BO3 (5mg) 
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3.1.7. Biocidas 

Tabla 19. Biocidas, solvente y diluyente utilizados en su preparación y composición. 

 

3.1.8. Herramientas informáticas y servidores en línea 

Tabla 20. Herramientas informáticas y servidores en línea utilizados. 

Servidores en 
línea 

Aplicación Disponible en: 

Clustal Omega 
v2.0.12 

Alineamiento múltiple de 
secuencias 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 

ResFinder v3.2 Identificación de 
determinantes de 
resistencia a partir de datos 
de secuenciación masiva 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ 

MLSTFinder 
v2.0.4 

Identificación de 
secuencias tipo (ST) a partir 
de datos de secuenciación 
masiva 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/ 

UniProt Base de datos de acceso 
libre de secuencias de 
proteínas e información 
funcional 

https://www.uniprot.org/ 

RAST Anotación de genoma 
bacteriano 

https://rast.nmpdr.org/ 
 

BLAST Alineamiento de 
secuencias (ADN, ARN o 
proteínas) de tipo local 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

BioRender Herramienta para 
generación de figuras 
científicas 

https://biorender.com/ 

Biocida Solvente/ 
Diluyente 

Composición 

Betadine® solución dérmica 
(MEDA Pharma SAU, 
España) 

Puro Por 100 ml: 10g de povidona yodada, glicerol, 
fosfato disódico, ácido cítrico, hidróxido de 
sodio, laureth-9 y agua purificada c.s.p. 

Cloruro de benzalconio 
solución acuosa 50% 
(Sigma-Aldrich, EUA) 

Agua/agua 50% cloruro de benzalconio y agua destilada 
c.s.p. 

Digluconato de clorhexidina 
20% solución acuosa 
(Sigma-Aldrich, EUA) 

Agua/agua 1,6-Bis(N5-[p-clorofenil]-N1-biguanida) 
hexano; 1,1′-Hexametilenebis(5-[p-
clorofenil]biguanida) 

Etanol 70% V/V (Vaza 
Laboratorios, España) 

Agua/agua Etanol 96% y agua destilada c.s.p. 
 

Triclosán, Irgasán (Sigma-
Aldrich, EUA) 

Metanol 
70%/agua 

(5-Cloro-2-(2,4-diclorofenoxi) fenol) 

Lejía (Rubio Díaz Hnos, S.L., 
ESpaña) 

Puro Por 1L: 35g de hipoclorito sódico activo a la 
salida de fábrica y agua destilada c.s.p. 

Sterillium® solución 
hidroalcohólica (BODE 
Chemie GmbH, Alemania)  

Puro Composición por 100g: 45g de 2-propanolol, 
30g de 1-propanolol, 0,2g de etilsulfato de 
mecetronio y emolientes 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/
https://www.uniprot.org/
https://rast.nmpdr.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


 

 

3.1.9. Programas informáticos 

Tabla 21. Programas informáticos utilizados. 

Programa informático Aplicación 

Growthcurver (software 
libre, (Sprouffske K, 
Growthcurver 
sourcecode, 2016) 

Herramienta bioinformática para el análisis de datos generados en 
experimentos de curvas de crecimiento. Descargable en 
http://github.com/sprouffske/growthcurver. 

CLC Genomics 
Workbench versión 9 
(CLC bio, Dinamarca). 

Herramienta bioinformática para el análisis de datos de 
secuenciación masiva: ensamblaje de novo de genomas completos 
y análisis de calidad de la secuenciación.  

Unipro UGene v1.31.1 
(UNIPRO, Rusia) 

Herramienta bioinformática multiplataforma de acceso libre: 
anotación, búsqueda rápida de secuencias, alineamiento de 
secuencias, PCR in silico, diseño de cebadores… 

IBM® SPSS Statistics 
v21.0.0.0 (IBM Corp., 
Armonk, EUA) 

Análisis estadístico de resultados y generación de gráficos. 

Microsoft Excel 2016 
(Microsoft Comp., EUA) 

Análisis estadístico de resultados y generación de gráficos. 

GraphPad Prism® v6.05 
(GraphPad Software, 
EUA) 

Análisis estadístico de resultados y generación de gráficos. 

Zeiss Zen 2 (Blue 
Edition) Software (Carl 
Zeiss Microscopy GmbH, 
Alemania) 

Adquisición y procesamiento de imágenes de microscopía 
confocal y análisis e interpretación de datos.  

COMSTAT2 v2.1 
(Systems Biology-DTU, 
Dinamarca) 

Análisis y extracción de parámetros cuantitativos (biomasa, 
grosor, superficie…) de imágenes obtenidas por microscopia 
confocal.  

IMARIS software 
package (Bitplane AG, 
Suiza) 

Análisis y visualización de imágenes en 3D. 

 

3.1.10. Cebadores 

Tabla 22. Cebadores utilizados. 

Gen Cebadores (TIB Molbiol, Berlín, Alemania) Tamaño 
amplicón (pb) 

Referencia 

mrkA 
F-5’ AGCGATGCGAACGTTTACCTGTCTC 3’ 

139 300 
R-5’ CGTCATCCTGTTTAGTGCCATCAGC 3’ 

rpoD 
F-5' GAAGAGATGGATGACGACGAAGACG 3' 

116 300 
R-5’ GTACGCAGCTCGGCGAATTTCTCAC 3’ 

qacEΔ1 
F-5’ GCGAAGTAATCGCAACATCC 3’ 

234 
Diseño propio 
(Unipro UGene 
v1.31.1) 

R-5’ TACCTACAAAGCCCCACGCA 3’ 

smvA 
F-5’ CGCTGATGGCGATTTTGCTG 3’ 

81 234 
R-5’ CGCTGAGGGTCGGCG 3’ 
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3.2. Métodos de Microbiología 

3.2.1. Estudio de sensibilidad in vitro a carbapenémicos 

Las CMIs de imipenem, meropenem y ertapenem se determinaron usando paneles Neg MIC 44 

y el sistema automatizado MicroScan WalkAway® 96 plus y las categorías clínicas se 

establecieron de acuerdo con los puntos de corte de EUCAST Versión 12.0301. La CMI es la 

concentración más baja de un antimicrobiano que es capaz de inhibir el crecimiento visible de 

un microorganismo en un tiempo y unas condiciones in vitro definidos. E. coli (ATCC® 25922™) 

se utilizó como control, como recomiendan EUCAST y CLSI302,303. 

3.2.2. Estudio de sensibilidad in vitro a biocidas 

3.2.2.1. Preparación de biocidas 

Se utilizó agua destilada estéril como solvente en la preparación de las diluciones de los 7 

biocidas estudiados, excepto para la dilución de triclosán, en la que se utilizó metanol al 70% 

como solvente. Las diluciones de los biocidas fueron preparadas el mismo día de su uso. Las 

concentraciones de los biocidas (mg/l) analizadas en cada uno de los medios utilizados se 

muestran en la siguiente tabla. 

Tabla 23. Rangos de concentraciones de biocidas analizados en MHB y medio mínimo M9. 

 
Rangos de concentraciones (mg/l) de los 

biocidas testados en  

Biocida MHB M9 

Solución de propanol (Sterillium®) 425.000-207,5 6.640,6-3,2 
Povidona yodada (Betadine®) 50.000-24,4 781,3-0,4 
Hipoclorito de sodio 17.500-8,5 273,4-0,1 
Digluconato de clorhexidina  156,3-0,1 4,9-0,002 
Cloruro de benzalconio 500-0,2 7,8-0,004 
Etanol 285-0,1 4,5-0,002 
Triclosán 15-0,007 15-0,007 

 

3.2.2.2. Microdilución en caldo 

Los valores de CMI de los biocidas se determinaron mediante microdilución en MHB, de acuerdo 

con las normas del CLSI con algunas modificaciones303. Para ello, se realizó una suspensión 0,5 

McFarland de un cultivo fresco de cada uno de los aislados a analizar y, tras realizar una dilución 

1/100, se inoculó en placas de poliestireno transparente de 96 pocillos con fondo en U 

(GreinerBioOne® International GmbH, Alemania) en las que previamente se había realizado la 

dilución seriada del biocida (1/2) en caldo Mueller-Hinton II (MHB). Las placas se incubaron 

durante 16-20h a 37ºC. Los valores de CMI fueron determinados en dos medios (MHB y medio 

mínimo M9) y a 2 temperaturas de incubación diferentes (25ºC y 37ºC). Se utilizó medio MHB 



 

 

por ser recomendado por EUCAST y CLSI en Enterobacterales para la determinación de la CMI 

de los antimicrobianos y medio mínimo M9 para simular las condiciones de escasez de 

nutrientes que pueden encontrarse en las superficies del entorno hospitalario301,303. La 

determinaciones se realizaron a la temperatura estándar (35±2ºC) y a 25ºC, representando la 

temperatura ambiente del entorno304. Se utilizaron controles de esterilidad y de crecimiento. K. 

pneumoniae subsp. pneumoniae (ATCC® 700603™) se utilizó como control de reproducibilidad. 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado en diferentes días. 

La significación estadística de las diferencias observadas en los valores de CMI se calculó 

mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney. Se utilizó un nivel de significación 

estadística de 0,05. 

3.2.3. Curvas de crecimiento 

Se realizaron curvas de crecimiento de los 17 aislados de Kp-PC en todas las condiciones en las 

que se realizó el análisis de actividad in vitro de los biocidas (25ºC y 37ºC; medio MHB y M9). La 

finalidad de esta determinación fue estudiar la capacidad de crecimiento de estos aislados en 

las diferentes condiciones de temperatura y medio de cultivo para analizar su posible impacto 

en la determinación de los valores de CMI a biocidas en condiciones diferentes al estándar 

(cultivo en MHB a 37ºC). Las curvas de crecimiento se obtuvieron realizando lecturas de 

densidad óptica (595nm) cada 60 minutos durante un periodo de 48 horas usando el lector de 

microplacas Infinite 200 PRO305. 

El protocolo que se siguió fue el siguiente (Figura 11): 

1. Inocular medio MHB con las cepas a estudiar e incubar 6 horas a 37ºC en agitación. 

2. Obtener un 0,5 McFarland con el cultivo anterior. 

3. Hacer una dilución 1/10.000 en el medio de cultivo a analizar (104 UFC/ml 

aproximadamente) e inocular en una placa de poliestireno transparente de 96 pocillos 

con fondo plano (GreinerBioOne® International GmbH, Alemania). Se inocularon 200 μl 

por pocillo y se realizaron 3 réplicas por placa. 

4. Cubrir la placa con la tapa y medir la densidad óptica (DO) a 595 nm durante 48 horas a 

25 o 37ºC en el sistema Infinite® 200PRO. El equipo realiza mediciones cada 60 minutos 

(49 mediciones, 0-48h) y registra los datos en un documento Excel. 

5. Realización de las curvas de crecimiento mediante el programa Excel. 

6. Análisis de resultados mediante Growthcurver. 
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Figura 11. Esquema de la metodología utilizada para la realización de las curvas de crecimiento. 

 

Los resultados obtenidos fueron analizados con el paquete Growthcurver. Esta herramienta 

informática ajusta los datos de crecimiento bacteriano obtenidos a la siguiente fórmula 

(Fórmula 1): 

𝑁𝑡 =
𝐾

1 + (
𝐾 −𝑁0
𝑁0

) 𝑒−𝑟𝑡
 

Growthcurver encuentra los mejores valores de N0, K y r mediante la implementación del 

algoritmo de mínimos cuadrados no lineales de Levenberg-Marquardt y calcula el tiempo de 

generación (t_gen o doubling time), en cada condición analizada306. La tasa de crecimiento 

intrínseco (r) es la esperada en ausencia de limitaciones a causa del tamaño de la población y el 

tiempo de generación es el tiempo necesario para que se duplique la población medido en 

horas. 

La significación estadística de las diferencias observadas en la tasa de crecimiento intrínseco (r) 

y el tiempo de generación (t_gen) se calculó mediante el test no paramétrico U de Mann-

Whitney. Se utilizó un nivel de significación estadística de 0,05. 

Fórmula X1. N0: tamaño de la población al comienzo del experimento, Nt: número de bacterias en un 
tiempo determinado (t), K: tamaño máximo de población en las condiciones analizadas, r: tasa de 
crecimiento intrínseco de la población. 

 



 

 

3.2.4. Tinción de biopelículas con cristal violeta 

La cantidad de biomasa de las biopelículas formadas por los 17 aislados de Kp-PC estudiados se 

determinó mediante el ensayo de tinción con cristal violeta descrito por Stepanovic con algunas 

modificaciones307. Se estudió la capacidad de formación de biopelícula en cuatro condiciones 

diferentes, combinando dos temperaturas diferentes (25ºC y 37ºC) y dos condiciones de 

humedad diferentes (con y sin humedad). Las biopelículas se incubaron a 37ºC como 

temperatura estándar y a 25ºC representando la temperatura ambiente del entorno. Las 

determinaciones se realizaron en presencia y ausencia de humedad para representar diferentes 

condiciones ambientales que pueden encontrarse en el entorno.  

Los ensayos se realizaron en placas de poliestireno transparente de 96 pocillos con fondo plano 

(GreinerBioOne® International GmbH, Alemania). Se prepararon cuatro placas idénticas 

incubadas en 4 condiciones diferentes para cada aislado: placa 1 (25ºC con humedad), placa 2 

(25ºC sin humedad), placa 3 (37ºC con humedad) y placa 4 (37ºC sin humedad). Los ensayos se 

realizaron por triplicado. 

El protocolo para el ensayo de tinción con cristal violeta que se siguió fue (Figura 12): 

1. Realizar un cultivo “over night” (O/N) en MHB de cada uno de los aislados a estudiar. 

2. Inocular tres pocillos de una placa de 96 pocillos con fondo plano con 100 μl de una 

dilución 1/100 realizada en medio M9 solo o complementado con concentraciones 

subletales de cada uno de los biocidas a analizar (equivalentes a 0,25 veces su CMI). En 

el caso de las placas en las que se estudia el efecto de la presencia de humedad, los 

pocillos que rodean a los que han sido inoculados deben llenarse con 100 μl agua 

destilada. 

3. Colocar la tapa sobre la placa e incubar aeróbicamente durante 18-24 horas a 25 o 37°C. 

4. Tras la incubación, lavar cada pocillo cinco veces con 200 μl de tampón PBS (90,1% de 

NaCl, 8,4% de Na2HPO4, 1,5% de KH2PO4). 

5. Fijar las bacterias que permanecen unidas al fondo plano de los pocillos con metanol al 

99%. 

6. Eliminar el metanol por volcado de la placa y secado al aire. 

7. Llenar los pocillos con 200 μl de cristal violeta al 2% durante 10 minutos. Lavar el exceso 

de colorante por volcado de las placas y enjuagar por triplicado con agua estéril. 

8. Secar las placas al aire. 

9. Resolubilizar el cristal violeta con 150 μl de ácido acético glacial al 33% durante 15 

minutos. 
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10. Medir la DO de cada pocillo mediante el lector de microplacas Infinite 200 PRO a 595 

nm. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Esquema de la metodología de tinción de biopelícula de Kp-PC con cristal violeta. O/N: “over 
night”, MHB: caldo Mueller Hinton, DO: densidad óptica. 

 

El valor de DO de cada aislado se calcula como el valor promedio de DO reducido por el punto 

de corte para los valores de DO (DOc), (DO del aislado = DO promedio - DOc). El valor promedio 

de los valores de DO es la media de los valores de DO de 3 determinaciones independientes 

realizadas en 3 días diferentes. El valor DOc corresponde a tres desviaciones estándar por 

encima de la media de valor de DO del control negativo (DOc= DO media del control negativo + 

[3 x desviación estándar del control negativo]). 

Finalmente, los aislados se clasificaron de acuerdo con su capacidad de formación de 

biopelículas, siguiendo el siguiente esquema establecido por Stepanovic307 (Tabla 24). 

Tabla 24. Clasificación de capacidad de formación de biopelícula según Stepanovic307. 

Fórmula Capacidad de formación de biopelículas Símbolo 

DO ≤ DOc No formador de biopelícula - 
DOc ≤ DO ≤ 2xDOc Débilmente formador de biopelícula + 
2DOc ≤ DO ≤ 4xDOc Moderadamente formador de biopelícula ++ 
4DOc ≤ DO Fuertemente formador de biopelícula +++ 



 

 

La significación estadística de las diferencias observadas en la capacidad de formación de 

biopelículas se calculó mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney. La significación 

estadística del efecto de los biocidas sobre la capacidad de formación de biopelículas se analizó 

mediante el Test de Wilcoxon (no paramétrico). Se utilizó un nivel de significación estadística de 

0,05.  

3.2.5. Supervivencia bacteriana en biopelículas  

La viabilidad o supervivencia celular de las biopelículas formadas por 4 aislados, representativos 

de los clones epidémicos circulantes en nuestra región (ST512/KPC-3, ST258/KPC-3, ST15/OXA-

48 y ST11/OXA-48), se analizó mediante recuento de unidades formadoras de colonias (UFC). Al 

igual que el ensayo anterior, las biopelículas se realizaron en placas de polietileno transparente 

de 96 pocillos de fondo plano (GreinerBioOne® International GmbH, Alemania), utilizando medio 

M9, para simular las condiciones de escasez de nutrientes, con o sin concentraciones subletales 

de los biocidas a estudiar. Se analizaron 2 temperaturas de incubación, 37ºC como temperatura 

estándar y 25ºC representando la temperatura ambiente del entorno. No se adicionó humedad 

a las placas, debido a que el protocolo fue diseñado para simular las condiciones presentes en 

diferentes superficies secas del entorno hospitalario.  

El protocolo para el ensayo de supervivencia que se siguió fue (Figura 13): 

1. Realizar un cultivo O/N en MHB de cada uno de los aislados a estudiar. 

2. Inocular tres pocillos de la placa de 96 pocillos con fondo plano con 100 μl de una 

dilución 1/100 realizada en medio M9 solo o suplementado con concentraciones 

subletales de cada biocida a analizar (equivalentes a 0,25 veces su CMI). 

3. Preparar tantas placas como combinaciones de temperatura y tiempos de incubación 

queremos estudiar, en este caso 20 placas por aislado. La viabilidad de la biopelícula se 

analizará tras 24, 48 y 72 horas, 1, 1,5, 2 y 3 semanas y 1, 1,5 y 2 meses de incubación a 

25 y 37ºC. 

4. Colocar la tapa sobre la placa e incubar aeróbicamente a 25 o 37°C. 

5. Tras la incubación, eliminar las bacterias planctónicas con 5 lavados secuenciales con 

tampón PBS. 

6. Separar las bacterias adheridas al fondo plano del pocillo mediante sonicación durante 

2 minutos. 

7. Inocular 100 µl en placas de MHA diluciones seriadas en base 10 (desde la original a 10-

8 en función del tiempo de incubación y la exposición o no a biocidas) de las bacterias 

obtenidas tras la sonicación. 
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8. Incubar las placas en aerobiosis 24 horas a 37ºC. 

9. Realizar el recuento de UFC obtenidas. 

El recuento de bacterias se expresó como el log10 de la media de UFC/ml calculados de tres 

pocillos en tres experimentos independientes.  

La significación estadística de las diferencias observadas en la viabilidad de las biopelículas se 

calculó mediante el test no paramétrico U de Mann-Whitney. Se utilizó un nivel de significación 

estadística de 0,05 en todos los análisis. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Esquema de metodología de estudio de supervivencia en biopelículas de Kp-PC. O/N: “over 
night”. 

 

3.2.6. Microscopía de barrido láser confocal (CLSM) 

La dinámica y la estructura tridimensional de las biopelículas formadas por 4 asilados 

representativos de los clones epidémicos circulantes en nuestra región (ST512/KPC-3, 

ST258/KPC-3, ST15/OXA-48 y ST11/OXA-48) fue analizada mediante microscopía de barrido 

láser confocal (CLSM), como se ha descrito anteriormente por Rojo-Molinero y colaboradores 

308. Además, puesto que los resultados obtenidos mediante tinción con cristal violeta y 

supervivencia mostraron que povidona yodada fue el biocida con mayor efecto sobre la 

formación de biopelícula, se analizó el efecto de concentraciones subletales (0,25xCMI) de este 

biocida sobre la formación de la biopelícula. La temperatura de incubación de las biopelículas 

fue 30ºC, temperatura habitualmente utilizada para el estudio de biopelículas en este sistema, 

a la que se forman pocas burbujas que puedan dañar la biopelícula y que simula la temperatura 

ambiente309.  



 

 

El protocolo para el estudio de la biopelícula mediante CLSM que se siguió fue: 

Día -1 

1. Esterilizar el sistema. 

2. Montar las “Flow cell” de tres canales (Figura 14). Para ello colocar un cubreobjetos 

sobre los canales y sellarlo con silicona. 

 
Figura 14. Esquema de dispositivo “Flow cell” (A) y dispositivo “Bubble trap” (B) adaptado de Barraud y 
colaboradores310. (Copyright del diseño: Biocentrum-DTU 2005). 

 

Día 0 

1. Montar el sistema (Figura 15). 

2. Iniciar el flujo del sistema (0,50 rpm) haciendo pasar agua estéril con lejía por el mismo 

O/N. 

3. Preparar medio mínimo FBA (a excepción de glucosa y A-10) y autoclavar. 

4. Descongelar o dar un pase del aislado que se vaya a inocular en una placa de agar 

MacConckey e incubar O/N a 35ºC.  

 

Figura 15. Esquema de sistema de “Flow Cell” con 1 “Bubble trap” y 1 “Flow cell”. 

Día 1 

1. Añadir medio A-10 (autoclavado) y glucosa (filtrada) al medio FAB e introducir en la 

cámara a 30ºC para que se atempere. 
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2. Eliminar la solución de agua destilada estéril con lejía del sistema dejando pasar aire tras 

quitar los tapones de las “Bubble traps”. 

3. Enjuagar la solución de agua con lejía haciendo pasar agua destilada estéril por el mismo 

con los tapones en las “Bubble traps” e iniciando el flujo del sistema (90 rpm). 

4. Eliminar el agua del sistema dejando pasar aire tras quitar los tapones de las “Bubble 

traps”. 

5. Introducir medio mínimo FBA o FBA con povidona yodada (0,25xCMI) en el sistema y 

mantener el flujo a 1,50 rpm. 

6. Detener el flujo del sistema y pinzar la “Flow cell”. 

7. Ajustar el cultivo bacteriano hasta alcanzar una DO de 0,1 medida a 600nm mediante 

un espectrofotómetro visible. 

8. Inocular 250 µl de una dilución 1/100 del cultivo previamente ajustado en el interior de 

cada uno de los canales de la “Flow cell” con una jeringa a través de los tubos de salida. 

9. Poner la “Flow cell” con el cubreobjetos boca abajo durante una hora para que las 

bacterias puedan adherirse a la superficie del cubreobjetos. 

10. Darle la vuelta a las “Flow cells”, quitar las pinzas e iniciar el flujo del sistema a 1,50 rpm. 

Días 2, 3 y 7 

Las biopelículas se analizaron con el microscopio de barrido láser confocal LSM710 de Zeiss a las 

24h, 48h y 1 semana tras la inoculación. Los pasos que se siguieron fueron: 

1. Detener el flujo del sistema y pinzar los tubos de la “Flow cell”. 

2. Inocular 150 µl de reactivo FilmTracerTM LIVE/DEAD® Biofilm Viability kit. 

3. Quitar las pinzas y reanudar el flujo de medio de cultivo. 

4. Poner la “Flow cell” boca abajo en la pletina del microscopio, enfocar, realizar los ajustes 

necesarios. 

5. Tras la observación de la estructura de la biopelícula a lo largo del canal de la “Flow cell” 

tomar imágenes representativas de la biopelícula. 

Se tomaron y analizaron al menos cuatro imágenes por cada canal de cada “Flow cell” de cada 

uno de los aislados expuestos o no a concentraciones subletales de povidona yodada, mediante 

el programa Zeiss Zen 2 (Blue Edition) Software. 

Las imágenes fueron analizadas mediante el software COMSTAT2 v2.1311 para la estimación de 

la biomasa (µm3/µm2) y el grosor máximo (µm) de la biopelícula. Además, se generaron 

imágenes tridimensionales utilizando el paquete de software IMARIS. 



 

 

Último día 

Extraer las bacterias que forman la biopelícula para comprobar la ausencia de contaminación 

del sistema. Los pasos que se siguieron fueron: 

1. Detener el flujo del sistema y pinzar las “Flow cells” por ambos extremos. 

2. Desconectar los tubos de entrada y salida de la “Flow cell” y poner los tubos de 

extracción. 

3. Introducir 1 ml de suero con bolitas de vidrio con una jeringa a través de cada uno de 

los canales de la “Flow cell”. 

4. Desprender la biopelícula moviendo el embolo de la jeringa. 

5. Extraer la totalidad del volumen. 

6. Sembrar diluciones de 10-4 y 10-6 en MHA. 

7. Incubar 24 horas en aerobiosis a 37ºC. 

La significación estadística de las diferencias en la biomasa y grosor máximo de las 

biopelículas se calculó mediante el test paramétrico T de Student o el test no paramétrico U 

de Mann-Whitney en función de la distribución de los datos. Se utilizó un nivel de 

significación estadística de 0,05 en todos los análisis. 
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3.3. Métodos de Biología Molecular 

3.3.1. PCR (Polimerase Chain Reaction) 

El estudio de la presencia de genes codificantes de bombas de expulsión se realizó 

principalmente por WGS. La presencia o ausencia de los genes smvA y qacEΔ1 fue confirmada 

por PCR convencional. Para ello se utilizó la enzima Taq (Invitrogen, EUA) y cebadores específicos 

de los genes a analizar obtenidos en trabajos anteriores de otros autores (smvA) o de diseño 

propio mediante el programa informático UGene (qacEΔ1) 234. 

El protocolo a seguir fue el siguiente: 

1. Extracción del ADN de los 17 aislados estudiados y la cepa ATCC® 700603™: resuspender 

1 colonia del microorganismo de estudio en 100 µl de agua MilliQ estéril en un 

eppendorf, hervir a 100ºC durante 10 minutos en el termociclador, centrifugar 2 

minutos a 13.000 rpm y conservar el sobrenadante. 

2. Preparar la mezcla de reactivos de PCR o Master Mix: 

Tabla 25. Reactivos y volúmenes para preparación de Master Mix. 

 

3. Realización de la PCR :  

 

 

 

 

X= 55 para qacEΔ1 y 53 para smvA. 

4. Preparar el gel de agarosa: diluir 4 gr de agarosa en 400 ml de TAE 1X. Hervir, enfriar y 

añadir 12µl de RedSafe. 

5. Electroforesis en gel: cargar 5-10 µl de las muestras y la escalera (Thermo Scientifics, 

EUA) en los pocillos e iniciar la electroforesis (120-150 voltios durante 1-1,5 horas). 

6. Visualización del gel mediante cámara Gel Logic 200 Imaging System (Kodak). 

 Reactivo Volumen por cada reacción (µl) 

Cebador “Forward” [10µM] 2,5 

Cebador “Reverse” [10µM] 2,5 

MgCl2 2 

dNTPS 4 

Buffer Taq 10X 5 

Taq  5 U/µl Invitrogen 0,2 

H2O MilliQ estéril 31,8 

ADN 2 

94ºC ------------ 5’  
94ºC ------------ 1’ 

         30 ciclos XºC ------------ 1,5’ 
72ºC ------------ 1’ 
72ºC ------------ 5’  



 

 

3.3.2. RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) 

La expresión relativa del gen mrkA se estudió mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-

PCR) usando el sistema LightCycler® 2.0 Instrument (Roche, Suiza). La detección de amplicones 

se realizó usando SYBR Green I. La cuantificación de los amplicones se realizó mediante el 

método del “Cycle threshold” (Ct) comparativo (2-ΔΔCt)312. Se utilizó el gen rpoD como gen 

endógeno de referencia y la cepa K. pneumoniae ATCC® 700603™ como calibrador (expresión 

establecida como 1)313. El ARN de los aislados de estudio y la cepa control se extrajo por 

triplicado. 

El protocolo que se siguió fue el siguiente (Figura 16): 

1. Inocular el aislado en 5 ml de LB e incubar en agitación a 37ºC O/N. 

2. Trasferir 100 µl de cada cultivo en un tubo Falcon con 10 ml de LB. 

3. Incubar en agitación a 37ºC durante 2-3 horas, hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0,5. 

4. Centrifugar 1,5 ml en un tubo de 2 ml durante 2 minutos a 13.000 rpm. 

5. Descartar el sobrenadante y conservar el sedimento en hielo hasta que el extractor 

QIAcube esté programado y preparado. 

6. Extracción del ARN mediante QIAcube, utilizando el protocolo “Enzymatic lysis”. 

Conservar el ARN a 4ºC hasta que pueda realizarse el tratamiento con DNasa. 

7. Realizar el tratamiento con Dnasa AMBION® Life Technologies. 

8. Cuantificar el ARN con el espectrofotómetro Nanodrop® (modelo ND-1000) y diluir a 50 

ng/µl. 

9. Realizar la PCR de transformación del ARN a ADN complementario (ADNc) mediante el 

kit “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit” (Roche, Suiza). 

25ºC ------------ 10 min 
55ºC ------------ 30 min 
8º◦C ------------ 5 min 

 

10. Diluir el ADNc (1/5). 

11. Preparar la mezcla de reactivos de PCR o Master Mix:  
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Tabla 26. Reactivos y volúmenes para preparación de Master Mix. 

 

12. Realizar la qRT-PCR en el termociclador Lightcycler 2.0 Instrument (Roche, Suiza). El 

programa de la qRT-PCR utilizado es el siguiente: 

95ºC ------------ 10’  
95ºC ------------ 1’’ 

40 ciclos 55ºC ------------ 5’’ 
72ºC ------------ 15’’ 
95ºC ------------ 30’’  
75ºC ------------ 15’’  
40ºC ------------ 30’’  

 

La especificidad de los amplicones se determinó mediante la temperatura de fusión o de 

“melting” (Tm) de los mismos. Los ensayos se realizaron por triplicado en las tres extracciones 

realizadas. 

Figura 16. Esquema de la metodología utilizada para la cuantificación de la expresión del gen mrkA mediante 
qRT-PCR. O/N: “over night”. 

 

 Reactivo Volumen por cada reacción (µl) 

Cebador “Forward” [10µM] 0,5 

Cebador “Reverse” [10µM] 0,5 

LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS 

SYBR Green I (Roche, Suiza) 
2 

H2O MilliQ estéril 5 

ADNc 1/5 2 



 

 

La significación estadística de la asociación entre la expresión relativa de mrkA y la capacidad de 

formación de biopelícula se calculó mediante el coeficiente de correlación de Spearman (test no 

paramétrico). La significación estadística de la asociación entre la expresión relativa de mrkA y 

las variables cualitativas tipo de clon (bivariante) y carbapenemasa producida (multivariante) se 

utilizaron los test no paramétricos U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis, respectivamente. Se 

utilizó un nivel de significación estadística de 0,05 en todos los análisis. 

3.3.3. Secuenciación masiva de genomas 

3.3.3.1. Extracción del ADN 

Con el objetivo de secuenciar el genoma de los aislados de estudio se procedió a la extracción 

del ADN (250) (Qiagen, Alemania) de forma manual mediante el siguiente protocolo: 

1. Sembrar el microorganismo en agar sangre e incubar a 37ºC O/N. 

2. Resuspender colonias del microorganismo a estudiar (1/2 asa de 100 µl) en 500 ml de 

solución salina en un eppendorf de 2 ml. 

3. Centrifugar 2 minutos a 13.500 rpm. 

4. Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet en 200 µl de solución de lisis. Incubar 

a 37ºC durante 30 minutos. 

5. Añadir 20 µl de proteinasa K (Qiagen, Alemania) y vortear. 

6. Añadir 200 µl de tampón AL (Qiagen, Alemania) y vortear. Incubar a 50ºC durante 10 

minutos. 

7. Agregar 200 µl de etanol (96–100%), y vortear de nuevo. 

8. Transferir todo el volumen a la columna de centrifugación DNeasy Mini (Qiagen, 

Alemania) colocada en un tubo colector de 2 ml. 

9. Centrifugar a ≥6.000 x g (8.000 rpm) durante 1 minuto. Desechar el tubo colector y el 

volumen centrifugado. 

10. Colocar la columna de centrifugación DNeasy Mini en un nuevo tubo de 2 ml, agregar 

500 µl de tampón AW1 (Qiagen, Alemania) y centrifugar durante 1 minuto a ≥6.000 x g 

(8.000 rpm). Desechar el tubo colector y el volumen centrifugado. 

11. Colocar la columna de centrifugación DNeasy Mini en un nuevo tubo de 2 ml, agregar 

500 µl de tampón AW2 (Qiagen, Alemania) y centrifugar durante 3 minutos a 20.000 x g 

(14.000 rpm). Desechar el tubo colector y el volumen centrifugado. Este proceso 

permite secar la membrana de la columna de centrifugación DNeasy Mini, lo cual es 

necesario para evitar que el etanol residual pueda interferir con las reacciones 

posteriores. 
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12. Retirar la columna de centrifugación DNeasy Mini y colocar en un tubo eppendorf de 

1,5 ml. 

13. Añadir 50 µl de tampón AE (Qiagen, Alemania) directamente sobre la membrana 

Dneasy. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto y centrifugar durante 1 

minuto a ≥6.000 x g (8.000 rpm) para eluir el ADN. 

 

3.3.3.2. Preparación de la librería 

La preparación de la librería se realizó mediante el kit Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina®, 

EUA). En este proceso el ADN se fragmenta y etiqueta con adaptadores en una reacción llamada 

“tagmentación” (Figura 17). Posteriormente estos fragmentos son amplificados y se les añaden, 

secuencias complementarias a los cebadores de secuenciación, los índices de secuenciación 

(secuencias que identifican los fragmentos pertenecientes a una misma muestra) y los 

adaptadores comunes (secuencias que permiten que los fragmentos a secuenciar se unan a la 

superficie de la celda de flujo o “Flow cell”). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Proceso de fragmentación y “tagmentación” de la librería mediante el kit Nextera XT DNA Library 
Prep Kit (Illumina®, EUA). Adaptado del protocolo de Illumina®. 
 

 

 



 

 

 Para la preparación de la librería que se siguieron los siguientes pasos: 

1. Normalización de la cantidad de ADN inicial. Se utiliza el Qubit Fluorometer (Thermo 

Scientifics, EUA) para cuantificar. Se necesita 1 ng de ADN total, 5 µl de ADN a 0,2 ng/μl 

por muestra.  

2. Fragmentación enzimática del ADN y etiquetado o “tagmentación”. En este proceso el 

ADN es fragmentado y se añaden adaptadores a los fragmentos para etiquetarlos. Para 

este proceso se necesita el reactivo “Amplicon Tag Mix”, tampón de “tagmentación” 

(Illumina®, EUA) e incubar 5 minutos a 55ºC. Posteriormente se añade tampón 

neutralizante (Illumina®, EUA), se centrifuga (280 g y 20oC, 1 minuto) y se obtienen 25 

μl de ADN fragmentado y neutralizado. 

3. Amplificación de la librería y adición de los índices. En este paso se añaden los índices y 

se amplifican los fragmentos de ADN. Para este proceso se el utiliza el reactivo “Nextera 

PCR Master Mix” y los índices de secuenciación Nextera XT DNA Library Prep Kit 

(Illumina®, EUA). Amplificar la librería mediante reacción PCR con el siguiente programa: 

72ºC ------------ 3’  
95ºC ------------ 30’’  
95ºC ------------ 10’’ 

12 ciclos 55ºC ------------ 30’’ 
72ºC ------------ 30’’ 

 

4. Purificación de la librería. En este paso se utilizan bolitas magnéticas para purificar el 

ADN de la librería. Para este proceso se necesitan bolitas magnéticas AMPure XP 

(Beckman Coulter, EUA), etanol al 80% y tampón de resuspensión (Illumina®, EUA). Los 

productos de PCR del paso anterior se mezclan con las bolitas magnéticas (ratio 3:1). 

Una placa magnética permite la retirada del sobrenadante y la realización de varios 

lavados con etanol al 80%. Finalmente, se resuspende el ADN y se transfiere el 

sobrenadante a una placa de PCR. 

5. Normalización de la librería. En este paso se normaliza la cantidad de cada librería para 

asegurar una representación equitativa en el pool. Para este proceso se necesita 

reactivo de normalización de la librería, bolitas magnéticas de normalización de la 

librería, reactivo de lavado, tampón de normalización (Illumina®, EUA) y NaOH. Los pasos 

de este proceso son: normalización, lavados y elución. 

6. Dilución de la librería a la concentración adecuada para la secuenciación. Añadir 

volúmenes iguales (5µl) de la librería normalizada (4 nM) en un mismo tubo eppendorf 

LoBind® (Eppendorf, Alemania). Diluir a 15 pM en tampón de hibridación (Illumina®, 
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EUA) y desnaturalizar el pool incubando a 95ºC durante 2 minutos. Finalmente, el pool 

se carga en el cartucho MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina®, EUA). 

3.3.3.3. Secuenciación de genomas completos 

Se utilizó el equipo MiSeq™ (Illumina®, EUA) una plataforma integrada que permite la generación 

de “clusters” y amplificación del material a secuenciar, secuenciación de ADN por síntesis y 

análisis de los datos. 

1. Generación de “clusters”: en este paso cada fragmento de ADN se amplifica en una reacción 

isotérmica en la celda de flujo o “Flow cell” del secuenciador MiSeq™ (Illumina®, EUA). La 

“Flow cell” consiste en una cámara o portaobjetos hueco, con múltiples canales recubiertos 

con dos tipos de oligonucleótidos complementarios a los adaptadores de los fragmentos de 

ADN. Los fragmentos de ADN hibridan por un extremo con un tipo de oligonucleótido de la 

superficie de la “Flow cell”, posteriormente una polimerasa genera la secuencia 

complementaria al fragmento adherido, generando una molécula de doble cadena. Esta 

molécula se desnaturaliza y el fragmento original es eliminado. 

2. Amplificación de “clusters”: los fragmentos de ADN adheridos a la superficie de la “Flow cell” 

se amplifican mediante “amplificación puente”. La hebra se pliega y la región adaptadora 

del extremo que previamente había quedado libre hibrida con el otro tipo de 

oligonucleótido de la superficie de la “Flow cell”. La polimerasa sintetiza la cadena 

complementaria formando un puente de doble cadena, que se desnaturaliza obteniendo 

dos cadenas adheridas a la superficie de la “Flow cell”. Este proceso se repite múltiples veces 

de forma simultánea para todos los fragmentos de la “Flow cell”, obteniéndose la 

amplificación clonal de todos los fragmentos. Finalmente se eliminan las copias 

complementarias, generándose agrupaciones con múltiples copias del fragmento a 

secuenciar. 

3. Secuenciación del genoma: la secuenciación se realiza por síntesis con nucleótidos marcados 

con 4 fluorocromos diferentes y terminadores reversibles. La secuenciación por síntesis se 

inicia al añadirse el primer nucleótido tras el cebador de secuenciación. En cada ciclo se 

añade un único nucleótido marcado fluorescentemente a la secuencia de síntesis. Tras cada 

ciclo los clústeres son estimulados por un láser y estos emiten una señal característica para 

cada nucleótido añadido. Cada clúster emite la misma señal en cada ciclo y millones de 

clúster son analizados en paralelo. Tras completarse la primera lectura (read) (es decir, una 

vez se ha sintetizado y leído toda la molécula complementaria a la que está adherida a la 

“Flow cell”), la molécula sintetizada es eliminada. A continuación, se añade el cebador del 

índice 1, se hibrida a la molécula de ADN diana y se genera una lectura que identifica a qué 



 

 

muestra pertenece ese fragmento. Posteriormente se elimina la secuencia sintetizada lo que 

libera el extremo 3’ de la molécula diana, lo que permite que se doble y se una por el 

extremo libre al segundo oligonucleótido de la “Flow cell”. Tras esto, se añade el cebador 

del segundo índice, se lee de la misma forma que el primero, se elimina y una polimerasa 

sintetiza la cadena complementaria. Tras eliminarse la molécula original el proceso vuelve a 

realizarse con la cadena complementaria (Figura 18). 

 

3.3.3.4. Análisis de datos 

Durante la secuenciación el software de análisis MiSeq Reporter (Illumina®, EUA) filtra los datos 

en tiempo real y realiza estimaciones estadísticas que miden la calidad de los datos. Las 

estimaciones estadísticas incluidas en el informe de calidad son: 

- “Clusters” que pasan el filtro. El software calcula el porcentaje de “cluster” que tienen 

la calidad suficiente para ser incluidos. Para ello divide el valor de señal con mayor 

intensidad de cada ciclo entre la suma de los dos valores con mayor intensidad de cada 

ciclo. Los “clusters” superan el filtro cuando no más de 1 llamada de bases o “base call” 

en los primeros 25 ciclos presenta una relación de <0,6. 

- Niveles de calidad: los Q-score, calculan la probabilidad de error en la lectura de las 

bases incorporadas en la secuencia. 

- Valores de fase y prefase: indica cuantas hebras pueden haberse desfasado en la 

síntesis, es decir han incorporado una base más o menos en un ciclo y se ha desfasado 

la lectura. 

El software realiza un análisis secundario que incluye el “demultiplexado”, la eliminación de los 

adaptadores y la generación de archivos FASTq. 

Figura 18. Secuenciación “paired-end”. Adaptado del protocolo de Ilumina®. 
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- El “demultiplexado” permite la separación de los datos de cada una de las muestras de 

la librería basándose en los índices asignados y que se han indicado en una hoja de 

cálculo.  

- La eliminación de las secuencias del adaptador del extremo 3’ o trimeado, evita que 

estas secuencias interfieran con la alineación de las lecturas. 

- Los archivos Fastq, contienen las lecturas no indexadas para cada muestra y sus q-

scores, excluyendo las lecturas identificadas como controles y aquellas no pasaron el 

filtro. Cada archivo Fastq contiene lecturas de una única muestra, el nombre de la cual 

se incluye en el nombre del archivo. 

3.3.3.5. Ensamblado de secuencias de ADN 

El CLC Genomics Workbench (CLC bio, Dinamarca) es un programa informático con múltiples 

aplicaciones que permite entre otras funciones, la generación de informes de calidad de los 

datos de secuenciación y el ensamblado de novo de los datos generados por secuenciación 

masiva. 

El informe de calidad de los datos de secuenciación evalúa entre otros parámetros, número y 

longitud de las lecturas, el “coverage” de las bases, las ambigüedades de base y la distribución 

porcentual de contenido de GC en secuencia. Esta información permite evaluar la calidad de los 

datos obtenidos antes de proceder al ensamblado. 

El proceso de ensamblado de novo de las secuencias tiene dos etapas: 

1. Generación de secuencias “contig” simples. Para ello las secuencias generadas por WGS se 

dividen en fragmentos más cortos con el mismo número de bases o k-meros, siendo k la 

longitud de la secuencia. Posteriormente, se buscan fragmentos que coincidan en k-1 bases 

con el primero, y se van ensamblando utilizando los gráficos de Bruijn. Esta es la parte real 

de novo del proceso. 

2. Alineación de todas las lecturas obtenidas mediante WGS utilizando los “contigs” simples 

como referencia. 

La siguiente figura (Figura 19) muestra un esquema de la tecnología de secuenciación de 

Illumina®. 

  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Secuenciación mediante MiSeq (Illumina®). Adaptado de plantilla de BioRender.com. 

 

3.3.4. Anotación de genes: tipado molecular, resistoma y anotación de genes 

3.3.4.1. Tipado molecular y resistoma 

El tipado y el resistoma se obtuvieron de forma automatizada usando los servidores MLSTFinder 

2.0.4 y ResFinder 3.2 del “Center for Genomic Epidemiology”, disponibles en 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/ y https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/, 

respectivamente. 

3.3.4.2. Anotación automática de genoma completo 

La anotación inicial de los genomas se realizó mediante el servidor en línea automático RAST 

(Rapid Annotation using subsystem Technology) disponible en https://rast.nmpdr.org/. El 

sistema identifica genes codificantes de proteínas, rRNA y tRNA, asigna funciones a los genes y 

predice los subsistemas representados en el genoma. Para ello el sistema tras identificar los 

genes que codifican rRNA y tRNA, realiza una primera búsqueda para detectar secuencias que 

correspondan a posibles genes. Tras esto, selecciona un conjunto de secuencias que 

correspondan a probables genes representativos y universales (por ejemplo, las tRNA sintetasas) 

y busca, en una base de datos que ha sido revisada manualmente por expertos, las secuencias 

filogenéticamente más cercanas. Posteriormente busca en la secuencia problema los genes de 

https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://rast.nmpdr.org/
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los subsistemas presentes en las secuencias filogenéticamente cercanas. Tras esto, el sistema 

trata de anotar los genes probables que no han sido identificados. Finalmente, el servidor 

permite la visualización o descarga del genoma anotado en diferentes formatos (GenBank, FAST, 

Excel…). 

3.3.4.3. Anotación manual de genes 

Para confirmar la anotación automática de RAST o realizar anotaciones adicionales se procedió 

a la anotación manual: 

1. Obtención de las secuencias de los genes en bases de datos como UniProt o NCBI, 

disponibles en https://www.uniprot.org/ y https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ 

respectivamente. 

2. Búsqueda de las secuencias mediante el programa informático Unipro UGene v1.31.1. 

3. Alineamiento de la secuencia de referencia y la de los aislados de estudio mediante el 

servidor en línea Clustal Omega v2.0.12 disponible en 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. 

La significación estadística de la asociación entre presencia de genes de bombas de expulsión y 

los valores de CMI de los biocidas o el tipo de clon (epidémico o no epidémico) calculó mediante 

el test no paramétrico U de Mann-Whitney. Se utilizó un nivel de significación estadística de 

0,05.

https://www.uniprot.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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4.1. Caracterización fenotípica y genotípica de los aislados de K. pneumoniae 

productor de carbapenemasa  

4.1.1. Tipado molecular, actividad in vitro de carbapenémicos y resistoma  

Como se aprecia en la Tabla 27, 11 aislados (65%) pertenecen a clones epidémicos y 6 aislados 

(35%) a clones no epidémicos. Los 17 aislados pertenecen a 14 secuenciotipos (ST) diferentes. 

Cada secuenciotipo está representado por 1 aislado, a excepción del ST11, representado por 3 

aislados, y el ST15 representado por 2 aislados. Respecto al tipo de carbapenemasa, 10 aislados 

(59%) producen una carbapenemasa del grupo OXA-48, 4 (23%) producen VIM-1 y 3 (18%) son 

productores de una carbapenemasa del grupo KPC. Los aislados fueron elegidos para 

representar los clones y carbapenemasas más prevalentes en España en el momento en que 

fueron seleccionados314. 

Los valores de CMI de los carbapenémicos variaron entre >1 y ≤0,5 mg/l para ertapenem, y >8 a 

≤1 mg/l para imipenem y meropenem (Tabla 27). El 94% de los aislados mostraron resistencia a 

ertapenem, el 24% a imipenem y el 18% a meropenem. Centrándose en el tipo de 

carbapenemasa (Tabla 27), ninguno de los aislados productores de carbapenemasa del grupo 

OXA-48 fueron resistentes a imipenem, el 10% lo fue a meropenem y el 90% a ertapenem. Todos 

los aislados productores de VIM-1 fueron resistentes a ertapenem, mientras que el 25% eran 

resistentes a imipenem y ninguno a meropenem. Todos los aislados productores de 

carbapenemasa del grupo KPC fueron resistentes a ertapenem e imipenem mientras que solo 2 

(67%) lo fueron a meropenem. 

Los principales determinantes genéticos de resistencia a antimicrobianos detectados mediante 

WGS se muestran en la Tabla 28. Todos los aislados presentan determinantes relacionados con 

resistencia a betalactámicos, fluoroquinolonas y fosfomicina; en este último caso el gen fosA se 

detectó en todos los aislados. Los determinantes relacionados con resistencia a sulfametoxazol, 

aminoglucósidos, cloranfenicol y trimetoprim se detectaron en el 82, 76, 71 y 65% de los aislados 

respectivamente, siendo estos determinantes genéticos más frecuentes en los aislados 

epidémicos (91, 91, 82 y 73%, respectivamente) que en los que no epidémicos (67, 50, 50 y 50%, 

respectivamente). Los determinantes genéticos relacionados con resistencia a tetraciclina se 

detectaron con menor frecuencia (24%) que los citados anteriormente, y también fueron más 

frecuentes entre los aislados epidémicos que entre los aislados no epidémicos (36% y 0%, 

respectivamente). 

Las secuencias de los genomas obtenidas mediante WGS se depositaron en NCBI (BioProject 

PRJNA631892). La identificación a nivel de especie de las secuencias enviadas a la base de datos 



 

 

Bioproject, se confirma comparando la identidad de nucleótidos promedio entre la secuencia 

enviada y la de los genomas de cepas de referencia registrados en GenBank. Como resultado de 

esta prueba, el aislado ST899/OXA-48 fue reclasificado como K. quasipneumoniae315. 

Tabla 27. Sensibilidad a ertapenem, imipenem y meropenem de los 17 aislados de Kp-PC. 

Clon/ 

carbapenemasa 

 Clon  

epidémico 

 ERT  IMP  MEM 

  CMI C  CMI C  CMI C 

ST101/KPC-2  Sí  >1 R  >8 R  >8 R 

ST258/KPC-3  Sí  >1 R  >8 R  >8 R 

ST512/KPC-3  Sí  >1 R  8 R  8 I 

ST11/VIM-1  Sí  >1 R  2 S  2 S 

ST15/VIM-1  Sí  >1 R  8 R  8 I 

ST147/VIM-1  Sí  >1 R  4 I  8 I 

ST11/OXA-245  Sí  >1 R  ≤1 S  ≤1 S 

ST11/OXA-48  Sí  ≤0,5 S  ≤1 S  ≤1 S 

ST15/OXA-48  Sí  >1 R  4 I  ≤1 S 

ST37/OXA-48  Sí  >1 R  ≤1 S  4 I 

ST405/OXA-48  Sí  >1 R  ≤1 S  ≤1 S 

ST340/VIM-1  No  >1 R  2 S  2 S 

ST437/OXA-245  No  >1 R  ≤1 S  ≤1 S 

ST13/OXA-48  No  >1 R  2 S  ≤1 S 

ST16/OXA-48  No  >1 R  ≤1 S  ≤1 S 

ST846/OXA-48  No  >1 R  4 I  >8 R 

ST899/OXA-48  No  >1 R  2 S  2 S 

ERT: ertapenem, IMP: imipenem, MEM: meropenem, CMI: concentración mínima inhibitoria (mg/l), C: 

categoría clínica según los puntos de corte de EUCAST v.12, S: sensible a dosis estándar, I: sensible cuando 

se incrementa la exposición (dosis altas), R: resistente. Para MEM se han utilizado los puntos de corte 

clínicos para infecciones diferentes a meningitis (S≤ 2 y R >8)301.
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Tabla 28. Determinantes de resistencia adquirida detectados mediante WGS de los 17 aislados de Kp-PC. 

Clon/ 
carbapenemasa 

Clon  
epidémico 

AG BL FQ* FOS* PHE SUL TET SXT 

ST101/KPC-2 Sí 
aac(3)-IId, aac(6')-Ib 

aadA1, strA, strB 
blaOXA-9, blaTEM-1A, blaCTX-M-15, blaKPC-2, 

blaSHV-11 
aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB fosA catA2 sul2 tet(D) dfrA14 

ST258/KPC-3 Sí aph(3')-Ia, aac(6')-Ib, aadA2 blaOXA-9, blaTEM-1A, blaSHV-11, blaKPC-3 aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB fosA catA1 sul1 NSD dfrA12 

ST512/KPC-3 Sí aac(6')-Ib, aadA2, aph(3')-Ia blaOXA-9, blaKPC-3, blaSHV-11 aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB fosA catA1 sul1 NSD dfrA12 

ST11/VIM-1 Sí 
aac(3)-Iia, aadA1, aph(3')-Ia, 

strA, strB 
blaSHV-11, blaOXA-1, blaCTX-M-15, blaVIM-1, 

blaTEM-1B 
oqxA, oqxB, QnrB1 fosA 

catA1, catA2, 
catB2, catB4 

sul1, 
sul2 

NSD dfrB1 

ST15/VIM-1 Sí 
aac(3)-IIa, aac(3)-Iid, aac(6')-Ib3, 

aadA1, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id 
blaSCO-1, blaOXA-9, blaSHV-2, blaVIM-1 aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB fosA catA1, catB2 

sul1, 
sul2 

NSD dfrA14,dfrB1 

ST147/VIM-1 Sí aacA4, aadA8 blaCTX-M-9, blaVIM-1, blaSHV-12 
aac(6')Ib-cr, oqxA,oqxB, 

QnrA1 
fosA catB2 sul1 tet(A) dfrA14, dfrB1 

ST11/OXA-245 Sí 
aac(6')Ib-cr, strA 

strB 
blaTEM-1B, blaOXA-245, blaCTX-M-15, blaSHV-

1, blaOXA-1 
aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB, 

QnrB1 
fosA catA2, catB4 sul2 tet(D) NSD 

ST11/OXA-48 Sí aph(3')-Ia, aadA2 blaOXA-48, blaSHV-11, blaCTX-M-15 oqxA, oqxB fosA catA1 sul1 NSD dfrA12 

ST15/OXA-48 Sí strA, strB 
blaCTX-M-15, blaSHV-28, blaOXA-48, blaTEM-

1B 
oqxA, oqxB fosA NSD sul2 NSD NSD 

ST37/OXA-48 Sí NSD blaOXA-48, blaSHV-11 oqxA, oqxB fosA NSD NSD NSD NSD 

ST405/OXA-48 Sí aac(3)-IIa, aac(6')Ib-cr, strA, strB 
blaOXA-48, blaCTX-M-15, blaTEM-1B, blaOXA-

1, blaSHV-76 
aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB, 

QnrB66, 
fosA catB4 sul2 tet(A) dfrA14 

ST340/VIM-1 No 
aacA4, aadA1, aadA2, aph(3')-

Ia, strA, strB 
blaVIM-1, blaTEM-30 aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB fosA catA1, catB2 

sul1, 
sul2 

NSD 
dfrA12, dfrB1, 

dfrA14 

ST437/OXA-245 No NSD blaOXA-245, blaCMY-2, blaSHV-11 oqxA, oqxB, QnrB52 fosA NSD sul1 NSD NSD 

ST13/OXA-48 No NSD blaOXA-48, blaSHV-101 oqxA, oqxB fosA NSD NSD NSD NSD 

ST16/OXA-48 No aac(6')Ib-cr, aadA2, aph(3')-Ia blaOXA-48, blaCTX-M-15, blaSHV-1, blaOXA-1 aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB fosA catB4 sul1 NSD dfrA12 

ST846/OXA-48 No 
aac(3)-Iia, aac(6')-Ib-cr, aph(3'')-

Ib, aph(6)-Id 
blaOXA-48, blaTEM-1B, blaCTX-M-15, blaOXA-

1, blaSHV-26 
aac(6')Ib-cr, oqxA, oqxB, 

qnrB1 
fosA catB3, catB3 sul2 NSD dfrA14 

ST899/OXA-48 No NSD blaOKP-A-5, blaOXA-48 oqxA, oqxB fosA NSD NSD NSD NSD 

AG: aminoglucósidos, BL: betalactámicos, FQ: fluoroquinolonas, FOS: fosfomicina, PHE: cloranfenicol, SUL: sulfametoxazol, TET: tetraciclina, SXT: trimetoprim, NSD: no se 
detectan. * oqxA, oqxB y fosA, se han descrito en el cromosoma de K. pneumoniae y en plásmidos transmisibles a otras especies bacterianas3. 
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4.2. Capítulo 1 

4.2.1. Actividad in vitro de biocidas 

4.2.1.1. Actividad in vitro de biocidas en MHB 

En la Tabla 29 se muestran las medianas de las CMI de los 7 biocidas testados frente a 17 aislados 

de Kp-PC analizados en MHB, obtenidos en 3 experimentos independientes. En general, los 

valores de CMI obtenidos a 25ºC fueron iguales o ligeramente inferiores que los determinados 

a 37ºC. Los rangos de CMI (mg/l) de los biocidas analizados a 25ºC fueron 1,9-0,05 (triclosán), 

9,8-2,4 (digluconato de clorhexidina), 31,2-7,8 (cloruro de benzalconio), 35,6-4,5 (etanol), 1.094-

547 (hipoclorito de sodio), 3.125-1.562 (povidona yodada) y 106.250-26.562 (solución 

hidroalcohólica). Las CMI de los biocidas analizados a 37ºC fueron 1.094 para el hipoclorito 

sódico, mientras que para los demás biocidas variaron entre 1,9-0,1 (triclosán), 19,5-1,2 

(digluconato de clorhexidina), 15,6-7,8 (cloruro de benzalconio), 35,6-4,5 (etanol), 3.125-1.562 

(povidona yodada) y 53.125-26.562 (solución hidroalcohólica). 

4.2.1.2. Actividad in vitro de biocidas en medio mínimo M9 

En la Tabla 30 se muestran las medianas de las CMI de los 7 biocidas evaluados frente a 17 

aislados de Kp-PC analizados en caldo mínimo M9, obtenidos en 3 experimentos 

independientes. En general, los valores de CMI obtenidos a 25ºC fueron iguales o ligeramente 

inferiores que los determinados a 37ºC. Los valores de CMI (mg/l) de los biocidas analizados 

obtenidos a 25ºC fueron 0,1 para cloruro de benzalconio, mientras que para los demás biocidas 

variaron entre 0,08-0,04 (digluconato de clorhexidina), 1-0,5 (hipoclorito sódico), 1,9-0,05 

(triclosán), 0,28-0,07 (etanol), 24,4-6,1 (povidona yodada) y 207,5-52 (solución hidroalcohólica). 

Los valores de CMI de los biocidas analizados a 37ºC fueron de 1 para el hipoclorito sódico, 

mientras que para el resto oscilaron entre 0,08-0,04 (digluconato de clorhexidina), 0,2-0,1 

(cloruro de benzalconio), 0,28-0,07 (etanol), 1,9-0,1 (triclosán), 24,4-12,2 (povidona yodada) y 

830-104 (solución hidroalcohólica). 



 

 

Tabla 29. Medianas de los valores de CMI de los biocidas analizados en caldo Mueller Hinton (MHB) a 25 y 37ºC frente a 17 aislados de Kp-PC. 

 Valores de CMI (mg/l) en MHB 

 

Solución 
hidroalcohólica 

(Sterillium®) 

 Povidona yodada 
(Betadine®) 

 Hipoclorito sódico  Digluconato de 
clorhexidina 

 Cloruro de 
benzalconio 

 Etanol  Triclosán 

Clon/carbapenemasa 25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC 

ST101/KPC-2  53.125 53.125  1.562 1.562  1.094 1.094  9,8 19,5  7,8 7,8  8,9 8,9  0,3 0,5 

ST258/KPC-3  53.125 53.125  3.125 3.125  1.094 1.094  4,9 4,9  7,8 7,8  8,9 8,9  0,5 1,9 

ST512/KPC-3  53.125 26.562  3.125 1.562  1.094 1.094  4,9 19,5  7,8 7,8  8,9 8,9  0,3 0,5 

ST11/VIM-1  53.125 53.125  1.562 1.562  547 1.094  9,8 19,5  31,2 15,6  35,6 17,8  0,3 0,5 

ST15/VIM-1  53.125 53.125  1.562 1.562  547 1.094  2,4 2,4  15,6 15,6  8,9 8,9  0,05 0,3 

ST147/VIM-1  53.125 26.562  1.562 3.125  1.094 1.094  4,9 4,9  15,6 15,6  17,8 17,8  1,9 1,9 

ST11/OXA-245  53.125 26.562  1.562 3.125  547 1.094  4,9 9,8  7,8 7,8  17,8 8,9  0,5 0,5 

ST11/OXA-48  53.125 53.125  1.562 3.125  1.094 1.094  4,9 4,9  7,8 7,8  17,8 8,9  0,5 0,5 

ST15/OXA-48  106.250 53.125  3.125 3.125  1.094 1.094  4,9 1,2  7,8 7,8  17,8 8,9  0,5 0,5 

ST37/OXA-48  53.125 26.562  3.125 3.125  1.094 1.094  2,4 4,9  15,6 7,8  8,9 8,9  0,1 0,3 

ST405/OXA-48  53.125 53.125  1.562 1.562  547 1.094  4,9 19,5  7,8 7,8  8,9 8,9  0,5 0,5 

ST340/VIM-1  53.125 53.125  3.125 3.125  1.094 1.094  4,9 19,5  15,6 7,8  8,9 8,9  0,5 0,9 

ST437/OXA-245  26.562 26.562  1.562 1.562  547 1.094  2,4 9,8  7,8 7,8  17,8 8,9  0,9 0,9 

ST13/OXA-48  53.125 53.125  1.562 3.125  1.094 1.094  4,9 19,5  7,8 7,8  8,9 8,9  0,3 0,5 

ST16/OXA-48  53.125 53.125  1.562 3.125  1.094 1.094  4,9 19,5  7,8 7,8  17,8 8,9  0,5 0,5 

ST846/OXA-48  53.125 53.125  1.562 3.125  1.094 1.094  4,9 19,5  15,6 15,6  17,8 35,6  0,5 1,9 

ST899/OXA-48  53.125 26.562  1.562 3.125  1.094 1.094  9,8 9,8  7,8 7,8  4,5 4,5  0,1 0,1 

En negrita, valores de CMI que presentan ±2 diluciones de diferencia entre las dos temperaturas analizadas.
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Tabla 30. Medianas de los valores de CMI de los biocidas analizados en caldo medio mínimo M9 a 25 y 37ºC frente a 17 aislados de Kp-PC. 

 Valores de CMI (mg/l) en medio mínimo M9 

 

Solución 
hidroalcohólica 

(Sterillium®) 

 Povidona yodada 

(Betadine®) 
 Hipoclorito 

sódico 
 Digluconato de 

clorhexidina 
 Cloruro de 

benzalconio 
 Etanol  Triclosán 

Clon/carbapenemasa  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC  25ºC 37ºC 

ST101/KPC-2  52 207,5  12,2 12,2  1 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  0,1 0,3 

ST258/KPC-3  52 207,5  6,1 12,2  1 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,07 0,14  0,9 1,9 

ST512/KPC-3  104 207,5  12,2 12,2  1 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,07 0,14  0,5 0,9 

ST11/VIM-1  104 104  6,1 12,2  1 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  0,3 0,3 

ST15/VIM-1  104 104  6,1 12,2  0,5 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  0,3 0,1 

ST147/VIM-1  104 104  6,1 12,2  0,5 1  0,08 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  1,9 1,9 

ST11/OXA-245  104 207,5  6,1 12,2  1 1  0,04 0,08  0,1 0,2  0,14 0,14  0,5 0,5 

ST11/OXA-48  104 207,5  12,2 24,4  0,5 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,28 0,14  0,5 0,5 

ST15/OXA-48  52 104  6,1 12,2  0,5 1  0,04 0,04  0,1 0,1  0,07 0,07  0,3 0,5 

ST37/OXA-48  104 207,5  12,2 12,2  1 1  0,08 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  0,05 0,1 

ST405/OXA-48  207,5 415  12,2 24,4  1 1  0,04 0,08  0,1 0,2  0,28 0,28  0,1 0,1 

ST340/VIM-1  207,5 207,5  12,2 24,4  1 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  0,9 1,9 

ST437/OXA-245  104 104  12,2 12,2  0,5 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,07 0,14  0,9 1,9 

ST13/OXA-48  104 207,5  6,1 24,4  0,5 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,07 0,07  0,05 0,1 

ST16/OXA-48  104 104  12,2 12,2  0,5 1  0,08 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  0,5 0,5 

ST846/OXA-48  207,5 830  24,4 24,4  0,5 1  0,04 0,08  0,1 0,2  0,28 0,28  0,3 0,9 

ST899/OXA-48  104 207,5  12,2 24,4  1 1  0,04 0,08  0,1 0,1  0,14 0,14  0,05 0,1 

En negrita, valores de CMI que presentan ±2 diluciones de diferencia entre las dos temperaturas analizadas.



 

 

4.2.1.3. Efecto de la temperatura en los valores de CMI 

Las medias de los valores de CMI determinados a 37ºC fueron significativamente superiores que 

las determinadas a 25ºC, excepto para cloruro de benzalconio, etanol y triclosán, para los cuales 

las diferencias no fueron estadísticamente significativas y solución hidroalcohólica en MHB 

(Tabla 31). 

Teniendo en cuenta el número de diluciones de diferencia en lugar de las medias de los valores 

de CMI, se observó que las diferencias no superan ±1 diluciones, a excepción de los valores de 

CMI de digluconato de clorhexidina y triclosán determinados en MHB (47% y 18% de los aislados 

respectivamente), y para la solución hidroalcohólica, triclosán y povidona yodada en M9 (18%, 

12% y 6% de los aislados respectivamente). En estos casos se observaron diferencias de ±2 

diluciones entre las dos temperaturas analizadas en algunos aislados, siendo generalmente 

superiores los valores de CMI determinados a 37ºC (Tablas 29 y 30). 

4.2.1.4. Efecto del medio de cultivo en los valores de CMI 

Con respecto al tipo de medio de cultivo utilizado (MHB o M9), se observaron diferencias 

significativas en todos los biocidas analizados, siendo las medias de los valores de CMI 

determinados en MHB mayores que las determinadas en M9 (p≤0,05), excepto para triclosán, 

para el que se obtuvieron medias de los valores de CMI de 0,7 en ambos medios de cultivo a 

37ºC (p=0,47) y 0,5 en ambos medios de cultivo a 25ºC (p=0,55) (Tabla 31). 

Teniendo en cuenta el número de diluciones de diferencia en lugar de las medias de los valores 

de CMI, se observó que las diferencias superaron las ±1 diluciones de diferencia en todos los 

biocidas estudiados (siendo superiores en MHB), excepto para triclosán en el que esta diferencia 

únicamente se observó en con los aislados ST405/OXA-48 y ST13/OXA-48 (Tablas 29 y 30). 
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Tabla 31. Media de los valores de CMI de biocidas de los 17 aislados de Kp-PC en las diferentes condiciones 
analizadas. 

 Medias de la CMI (valor de p) 

Biocida 
MHB, 25ºC/ 
MHB, 37ºC 

M9, 25ºC/ 
M9, 37ºC 

MHB, 25ºC/ 
M9, 25ºC 

MHB, 37ºC/ 
M9, 37ºC 

Solución hidroalcohólica 
54.688/43.750 

(0,02) 
113/220  
(˂0,01) 

54.688/113 
(˂0,01) 

43.750/220  
(˂0,01) 

Povidona yodada 
2.022/2.574 

(0,04) 
10,4/16,5  

(˂0,01) 
2.022/10,4  

(˂0,01) 
2.574/16,5  

(˂0,01) 

Hipoclorito sódico 
933/1.094 

(0,02) 
0,8/1,1  
(˂0,01) 

933/0,8  
(˂0,01) 

1.094/1,1  
(˂0,01) 

Digluconato de clorhexidina 
5,3/12,3 
(˂0,01) 

0,04/0,07 
(˂0,01) 

5,3/0,04  
(˂0,01) 

12,3/0,07  
(˂0,01) 

Cloruro de benzalconio 
11,5/9,7  

(0,41) 
0,1/0,1  
(0,07) 

11,5/0,1  
(˂0,01) 

9,7/0,1  
(˂0,01) 

Etanol 
13,9/11,3  

(0,14) 
0,1/0,1  
(0,54) 

13,9/0,1  
(˂0,01) 

11,3/0,1  
(˂0,01) 

Triclosán 
0,5/0,7  
(0,08) 

0,5/0,7 ( 
0,23) 

0,5/0,5  
(0,55) 

0,7/0,7  
(0,47) 

En negrita se indican las diferencias estadísticamente significativas. 

4.2.1.5. Asociación de la actividad in vitro de los biocidas con el tipo de clon 

(epidémico o no epidémico) y el tipo de carbapenemasa 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los valores de CMI de los 

biocidas evaluados entre los aislados de Kp-PC pertenecientes a clones epidémicos y los aislados 

de Kp-CP pertenecientes a clones no epidémicos, en ninguna de las condiciones analizadas 

(Tabla 32). 

Respecto al tipo de carbapenemasa producida, tampoco se observaron diferencias 

estadísticamente significativas, excepto para los aislados productores de VIM-1 en los que las 

medias de los valores de CMI de cloruro de benzalconio determinados en MHB (19,5 a 25ºC y 

13,7 a 37ºC) eran superiores a las de los aislados productores de carbapenemasas del grupo 

OXA-48 a ambas temperaturas (9,4 a 25ºC y 8,6 a 37ºC; p=0,01 y p=0,02 respectivamente), y que 

a la de los aislados productores de carbapenemasas del grupo KPC a 25ºC (7,8 a 25ºC y 37ºC; 

p=0,02 y p=0,07 respectivamente). 

  



 

 

Tabla 32. Media de los valores de CMI de los biocidas evaluados frente a aislados de Kp-PC pertenecientes 
a clones epidémicos y aislados pertenecientes a clones no epidémicos. 

 Media de CMI clones epidémicos/ media de CMI clones no epidémicos 
(valor de p) 

Biocida MHB, 25ºC MHB, 37ºC M9, 25ºC M9, 37ºC 

Solución hidroalcohólica 
57.955/48.698 

(0,15) 
43.466/44.271 

(0,90) 
99/138 
(0,10) 

189/277 
(0,74) 

Povidona yodada 
2.131/1.823 

(0,41) 
2.415/2.865 

(0,25) 
8,9/13,2 

(0,09) 
14,4/20,3 

(0,06) 

Hipoclorito sódico 
895/1.003 

(0,41) 
1.094/1.094 

(1) 
0,9/0,7 
(0,30) 

1,1/1,1 
(1) 

Digluconato de 
clorhexidina 

5,3/5,3 
(1) 

10,1/16,3 
(0,09) 

0,05/0,04 
(0,94) 

0,07/0,08 
(0,46) 

Cloruro de benzalconio 
12,1/10,4 

(0,81) 
9,9/9,1 
(0,63) 

0,1/0,1 
(1) 

0,1/0,1 
(0,94) 

Etanol 
14,6/12,6 

(0,74) 
10,5/12,6 

(0,59) 
0,15/0,14 

(0,83) 
0,15/0,15 

(1) 

Triclosán 
0,5/0,4 
(0,63) 

0,7/0,8 
(0,51) 

0,5/0,4 
(0,88) 

0,6/0,9 
(0,61) 

 

4.2.2. Curvas de crecimiento en MHB y M9 a 25 y 37ºC 

Para comprobar la capacidad de crecimiento de los 17 aislados de Kp-PC en las 4 condiciones de 

estudio (25 o 37ºC en MHB y 25 o 37ºC en M9) se realizaron curvas de crecimiento (Figura 20).  

Figura 20. Curvas de crecimiento de 17 aislados de Kp-PC (en diferentes tonos de azul y verde) y del aislado de 
control (ATCC® 700603™, en rojo) en las 4 condiciones de temperatura y medio de cultivo estudiadas. La línea 
vertical roja marca las 18h, momento en el que se realiza la lectura del valor de CMI. 
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A partir de los resultados obtenidos se calculó la tasa de crecimiento intrínseco (r) y el tiempo 

de generación (t_gen). 

Respecto al efecto de temperatura sobre la tasa de crecimiento intrínseco (r), en MHB se 

obtuvieron valores ligeramente superiores a 25ºC que a 37ºC (p≤0,01) mientras que en M9 los 

valores fueron inferiores a 25ºC que a 37ºC (p≤0,01) (Tabla 33). Respecto al efecto del medio de 

cultivo, en MHB se obtuvieron valores inferiores a los obtenidos en M9 en ambas temperaturas 

(p≤0,01) (Tabla 33 y Figura 21). 

También se calculó el tiempo de generación (t_gen) en las 4 condiciones analizadas. Respecto al 

efecto de la temperatura, en M9 se obtuvieron valores superiores a 25ºC que a 37ºC (p˂0,01) 

mientras que en MHB no se observan diferencias significativas (p=0,08). Respecto al efecto del 

medio de cultivo, los valores obtenidos en MHB fueron mayores que los obtenidos en M9 

(p≤0,01) en ambas temperaturas (Tabla 34 y Figura 22). 

Tabla 33. Tasa de crecimiento intrínseco (r; horas-1) en MHB y M9, a 25ºC y 37ºC, de los 17 aislados de Kp-
PC. 

 MHB  M9 

Aislado/ 
carbapenemasa 

25ºC  37ºC  25ºC  37ºC 

Media DE  Media DE  Media DE  Media DE 

ST101/KPC-2 0,12 0,01  0,14 0,01  1,04 0,07  0,97 0,01 

ST258/KPC-3 0,14 0,01  0,10 0,01  0,62 0,01  1,45 0,06 

ST512/KPC-3 0,15 0,01  0,13 0,01  0,70 0,04  1,11 0,03 

ST11/VIM-1 0,12 0,01  0,12 0,00  0,55 0,02  1,22 0,06 

ST15/VIM-1 0,12 0,02  0,13 0,00  0,69 0,03  1,46 0,07 

ST147/VIM-1 0,14 0,02  0,13 0,01  0,70 0,02  1,41 0,06 

ST11/OXA-245 0,12 0,01  0,11 0,00  0,60 0,02  1,17 0,06 

ST11/OXA-48 0,13 0,00  0,11 0,01  0,64 0,01  0,89 0,01 

ST15/OXA-48 0,16 0,01  0,14 0,01  0,61 0,04  1,14 0,39 

ST37/OXA-48 0,15 0,01  0,12 0,01  0,73 0,01  0,94 0,19 

ST405/OXA-48 0,13 0,01  0,12 0,00  0,69 0,01  1,36 0,05 

ST340/VIM-1 0,15 0,01  0,13 0,00  0,74 0,02  1,26 0,11 

ST437/OXA-245 0,14 0,00  0,11 0,00  0,54 0,02  0,82 0,16 

ST13/OXA-48 0,16 0,01  0,15 0,01  0,76 0,04  1,00 0,07 

ST16/OXA-48 0,16 0,02  0,11 0,00  1,04 0,07  2,11 0,06 

ST846/OXA-48 0,16 0,01  0,14 0,01  0,78 0,05  1,30 0,17 

ST899/OXA-48 0,14 0,00  0,13 0,00  0,82 0,03  1,23 0,07 

ATCC® 700603™ 0,18 0,02  0,16 0,02  0,70 0,03  1,06 0,01 

DE: desviación estándar. 

 

 



 

 

Tabla 34. Tiempo de generación (t_gen ; h) en MHB y M9, a 25ºC y 37ºC, de los 17 aislados de Kp-PC. 

 MHB  M9 

Aislado/ 
carbapenemasa 

25ºC  37ºC  25ºC  37ºC 

Media DE  Media DE  Media DE  Media DE 

ST101/KPC-2 5,67 0,30  5,08 0,48  0,67 0,05  0,72 0,01 

ST258/KPC-3 5,03 0,40  6,65 0,38  1,11 0,01  0,48 0,02 

ST512/KPC-3 4,50 0,19  5,46 0,23  0,99 0,06  0,62 0,02 

ST11/VIM-1 5,80 0,41  5,59 0,20  1,26 0,04  0,57 0,03 

ST15/VIM-1 5,76 1,03  5,44 0,19  1,00 0,04  0,47 0,02 

ST147/VIM-1 4,98 0,59  5,25 0,24  1,00 0,03  0,49 0,02 

ST11/OXA-245 5,95 0,27  6,31 0,07  1,16 0,04  0,59 0,03 

ST11/OXA-48 5,20 0,07  6,27 0,29  1,09 0,01  0,78 0,01 

ST15/OXA-48 4,24 0,37  5,07 0,31  1,15 0,09  0,65 0,21 

ST37/OXA-48 4,67 0,35  5,77 0,33  0,95 0,01  0,76 0,17 

ST405/OXA-48 5,17 0,42  5,69 0,11  1,01 0,01  0,51 0,02 

ST340/VIM-1 4,76 0,22  5,29 0,15  0,94 0,02  0,55 0,05 

ST437/OXA-245 4,85 0,14  6,29 0,14  1,29 0,04  0,87 0,15 

ST13/OXA-48 4,27 0,37  4,52 0,24  0,92 0,05  0,70 0,05 

ST16/OXA-48 4,31 0,46  6,05 0,07  0,67 0,05  0,33 0,01 

ST846/OXA-48 4,47 0,41  4,88 0,23  0,89 0,06  0,54 0,07 

ST899/OXA-48 5,07 0,12  5,40 0,19  0,85 0,03  0,57 0,03 

ATCC® 700603™ 3,91 0,35  4,30 0,48  0,99 0,05  0,65 0,00 

DE: desviación estándar.  

Respecto al tipo de clon, a 25ºC se observó una menor tasa de crecimiento intrínseco y un mayor 

tiempo de generación en los clones epidémicos respecto los no epidémicos en ambos medios 

de cultivo (p˂ 0,01). Por el contrario, a 37ºC las diferencias en las tasas de crecimiento intrínseco 

(p=0,08 y p=0,81; MHB y M9 respectivamente) y tiempo de generación (p=0,11 y p=0,81; MHB 

y M9 respectivamente) entre clones epidémicos y no epidémicos no fueron significativas. 

Respecto al tipo de carbapenemasa, no se observaron diferencias significativas en la tasa de 

crecimiento intrínseco (p≥0,92) ni en el tiempo de generación (p≥0,86). 
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Figura 21. Tasa de crecimiento intrínseco (r; horas-1) de 17 aislados de KP-PC. CP: control positivo. 

 

 
Figura 22. Tiempo de generación (t_gen; h) de los aislados de Kp-PC. CP: control positivo 

 



 

 

4.2.3. Identificación de genes de bombas de expulsión relacionadas con sensibilidad 

reducida a biocidas. Análisis de la relación entre la presencia de genes de bombas 

y la actividad in vitro de biocidas. 

Los genes cepA, acrAB, kpnEF y oqxAB se detectaron en todos los aislados analizados mientras 

que los genes qacA y qacE no se detectaron en ninguno de los aislados (Tabla 35). Por otro lado, 

los genes smvA y smvR se detectaron en todos los aislados a excepción de uno (94%), el aislado 

perteneciente al clon ST15 productor de OXA-48. La distribución del gen qacEΔ1 fue más 

variable, detectándose en el 47% de los aislados. La presencia o ausencia de los genes smvA y 

qacEΔ1 fue confirmada por PCR convencional. 

Tabla 35. Presencia de genes codificantes de bombas de expulsión en los 17 aislados de Kp-PC. 

  Genes codificantes de bombas de expulsión 

Aislado/ 
carbapenemasa 

CE cepA acrAB kpnEF oqxAB smvAR qacEΔ1 qacE qacA 

ST101/KPC-2 Sí + + + + + - - - 

ST258/KPC-3 Sí + + + + + + - - 

ST512/KPC-3 Sí + + + + + + - - 

ST11/VIM-1 Sí + + + + + + - - 

ST15/VIM-1 Sí + + + + + + - - 

ST147/VIM-1 Sí + + + + + + - - 

ST11/OXA-245 Sí + + + + + - - - 

ST11/OXA-48 Sí + + + + + + - - 

ST15/OXA-48 Sí + + + + - - - - 

ST37/OXA-48 Sí + + + + + - - - 

ST405/OXA-48 Sí + + + + + - - - 

ST340/VIM-1 No + + + + + + - - 

ST437/OXA-245 No + + + + + - - - 

ST13/OXA-48 No + + + + + - - - 

ST16/OXA-48 No + + + + + + - - 

ST846/OXA-48 No + + + + + - - - 

ST899/OXA-48 No + + + + + - - - 

CE: clon epidémico 

No se observaron diferencias significativas entre la presencia o ausencia de los genes smvAR y 

qacEΔ1 y el tipo de clon al que pertenece el aislado (clon epidémico o clon no epidémico; p= 

0,13 y p=0,10; respectivamente) ni con los valores de CMI de los biocidas que pueden expulsar 

(p=1: CMI de cloruro de benzalconio y ambos genes; p=0,47: CMI de digluconato de clorhexidina 

y qacEΔ1). No obstante, se observaron diferencias significativas entre la presencia de qacEΔ1 y 

la ausencia de carbapenemasas del grupo OXA-48 (qacEΔ1 presente en 2/10 aislados 

productores de carbapenemasas del grupo OXA-48, p=0,01) y la presencia de la carbapenemasa 

VIM-1 (qacEΔ1 presente en todos los aislados productores de VIM-1, p=0,02). Dado que los 
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genes cepA, acrAB, kpnEF y oqxAB se detectaron en todos los aislados analizados y que los genes 

qacA y qacE no se detectaron en ninguno, no se estudió la asociación de su presencia o ausencia 

con el tipo de clon (epidémico o no epidémico), los valores de CMI de los biocidas que pueden 

o el tipo de carbapenemasa que codifican. 

El porcentaje de homología de los aminoácidos, inferida a partir de las secuencias nucleotídicas 

y comparadas con la secuencia de referencia de las bombas de expulsión detectadas (anexo 1), 

varió entre el 100 y el 92,2%, siendo este rango más estrecho (100-99%) si no se tienen en cuenta 

los resultados obtenidos para el aislado ST899/OXA-48, que fue el que presentó más diferencias 

y que fue reclasificado como K. quasipneumoniae a partir de los datos obtenidos mediante WGS 

(Tabla 36). 

Tabla 36. Porcentaje de aminoácidos idénticos respecto a la secuencia de referencia de los genes 
codificantes para bombas de expulsión. Las secuencias de referencia se recogen en el anexo 1. 

 % Identidad 

Aislado/ 

carbapenemasa 
cepA acrA acrB kpnE kpnF oqxA oqxB smvA smvR qacEΔ1 qacE qacA 

ST101/KPC-2 100 99,8 100 100 99,1 100 99,6 99,8 100 NSD NSD NSD 

ST258/KPC-3 100 100 100 100 100 100 100 99,8 99,5 100 NSD NSD 

ST512/KPC-3 100 100 100 100 100 100 100 99,8 99,5 100 NSD NSD 

ST11/VIM-1 100 100 100 100 100 100 99,5 100 99,5 100 NSD NSD 

ST15/VIM-1 100 100 100 99,2 100 100 99,5 100 100 100 NSD NSD 

ST147/VIM-1 100 99,8 100 100 100 100 99,6 99,8 100 100 NSD NSD 

ST11/OXA-245 100 100 100 100 100 100 99,5 100 99,5 NSD NSD NSD 

ST11/OXA-48 100 100 100 100 100 100 99,5 100 99,5 100 NSD NSD 

ST15/OXA-48 100 100 100 99,2 100 100 99,5 NSD NSD NSD NSD NSD 

ST37/OXA-48 100 100 100 100 100 100 100 100 99,0 NSD NSD NSD 

ST405/OXA-48 100 99,8 100 100 100 100 99,8 99,8 100 NSD NSD NSD 

ST340/VIM-1 100 100 100 100 100 100 100 100 99,5 100 NSD NSD 

ST437/OXA-245 100 100 100 100 100 100 100 100 100 NSD NSD NSD 

ST13/OXA-48 100 99,8 100 100 100 100 99,8 99,8 100 NSD NSD NSD 

ST16/OXA-48 100 99,8 100 100 100 100 99,7 99,8 100 100 NSD NSD 

ST846/OXA-48 100 100 100 100 100 99,5 99,5 99,8 100 NSD NSD NSD 

ST899/OXA-48 99,7 99 99,2 98,3 98,2 97,4 98,9 94,9 92,2 NSD NSD NSD 

NSD: no se detecta. 

El rango de cobertura y el porcentaje mínimo de lecturas correctas en las posiciones en las que 

se detectaron variaciones en las secuencias respecto a la de referencia (anexo 1) se muestran 

en la Tabla 37. El rango de cobertura muestra el número de lecturas del aislado con menor y 

mayor número de lecturas obtenidas en esas posiciones. El porcentaje mínimo de lecturas 

correctas es el porcentaje de lecturas en las que se presenta el mismo aminoácido que la 

secuencia consenso del aislado que presenta el porcentaje menor. En la Tabla 38 se especifican 



 

 

todos los cambios de aminoácidos observados en la bombas de expulsión estudiadas. Todas las 

secuencias de qacEΔ1 detectadas fueron idénticas a la secuencia de referencia. 

Tabla 37. Rango de cobertura y porcentaje mínimo de lecturas correctas de las posiciones en las que se 
observan variaciones en las secuencias de los genes estudiados en los 17 aislados de Kp-PC. 

  Genes codificantes de bombas de expulsión (longitud de la secuencia en pb) 

  
cepA 

(300) 

acrA 

(397) 

acrB 

(1048) 

kpnE 

(120) 

kpnF 

(109) 

oqxA 

(391) 

oqxB 

(1050) 

smvA 

(494) 

smvR 

(191) 

Rango de 
cobertura 

36 21-45 24-41 25-41 10-22 25-52 12-86 9-48 9-42 

% mínimo 
de lecturas 
correctas 

94,4 93,5 100 96 100 97,5 89,3 88,2 84,0 
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Tabla 38. Cambios de aminoácido detectados en los genes codifican bombas de expulsión respecto a la secuencia de referencia. Las secuencias de referencia se recogen en el 
anexo 1.  

Clon/ 
carbapenemasa 

cepA acrA acrB kpnE kpnF oqxA oqxB smvA smvR 

ST101/KPC-2  T188A   
I39F + 

35insIYGFRRK 
 

G148N, G540S, D749E, 
Y783F 

A423T  

ST258/KPC-3        A89S A171T 

ST512/KPC-3        A89S A171T 

ST11/VIM-1       
G148N, G540S, D749E, 

Y783F, P1049L 
 T187K 

ST15/VIM-1    K112Q   
G148N, G540S, D749E, 

Y783F, P1049L 
  

ST147/VIM-1  T188A     
G148N, R341S, D749E, 

I960M 
A423T  

ST11/OXA-245       
G148N, G540S, D749E, 

Y783F, P1049L 
 T187K 

ST11/OXA-48       
G148N, G540S, D749E, 

Y783F, P1049L 
 T187K 

ST15/OXA-48    K112Q   
G148N, G540S, D749E, 

Y783F, P1049L 
  

ST37/OXA-48         A127G, V130L 

ST405/OXA-48  T188A     G148N, G540S A493S  

ST340/VIM-1         T187K 

ST437/OXA-245          

ST13/OXA-48  T188A     G148N, D749E   

ST16/OXA-48  T188A     G540S, V566A, D749E T456A  

ST846/OXA-48      G8E, T137S 
G148N, V419I, S708T, 

Y783F, V839I 
A423T  

ST899/OXA-48 V126F 

I52M, 
T188A, 
T200S, 
I301V 

I235V, F281Y, 

E639D, A648G, 

E682Q, I728V, 

A841S 

 

V26I, 
I96V 

A10I, I36V 

T41A, A113T, E306A, 
K308Q, I351V, 
Q353K, K354Q, 
N357K, S386P, 

T389A 

G148N, Q325K, G540S, 
A551V, T648S, A710T, 
H848L, E850D, E851A, 
L852M, I856V, R1041S 

I78V, M90L, I148M, E185D, V195I, L225I, 
A242P, I294M, L312M, R316K, F332L, 
Q346H, S413T, A415V, S421N, G422E, 
A423T, A429S, S439T, Q448E, T456A, 

I459T, L472M, A488T, Q491P 

A8E, A27S, T50A, A57S, 
N123T, I133V, S139C, 
R143H, A145T, A148P, 
A149V, D170G, A171T, 

A173T, A177T 
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4.3. Capítulo 2  

4.3.1. Capacidad de formación de biopelícula. Diferencias entre aislados 

pertenecientes a clones epidémicos y aislados pertenecientes a clones no 

epidémicos. 

Como se aprecia en la Tabla 39, los resultados de formación de biopelícula medida con tinción 

con cristal violeta muestran que la cantidad de biopelícula formada en ausencia de biocidas fue 

variable, dependiendo del tipo de clon (epidémico o no epidémico), la temperatura a la que se 

formó y la ausencia o presencia de humedad. 

Tabla 39. Capacidad de formación de biopelícula de los 17 aislados de Kp-PC según la 
clasificación de Stepanovic307. 

Clon/carbapenemasa 
Clon de alto 

riesgo 

25ºC 37ºC 

Sin 
humedad 

Con 
humedad 

Sin 
humedad 

Con 
humedad 

ST101/KPC-2 Sí +++ +++ +++ +++ 

ST258/KPC-3 Sí - - + + 

ST512/KPC-3 Sí - - + + 

ST11/VIM-1 Sí - - - - 

ST15/VIM-1 Sí - - - - 

ST147/VIM-1 Sí +++ +++ +++ +++ 

ST11/OXA-245 Sí ++ +++ +++ +++ 

ST11/OXA-48 Sí - - - - 

ST15/OXA-48 Sí + + +++ +++ 

ST37/OXA-48 Sí + - + + 

ST405/OXA-48 Sí +++ +++ +++ +++ 

ST340/VIM-1 No - - - - 

ST437/OXA-245 No - - + + 

ST13/OXA-48 No - - +++ +++ 

ST16/OXA-48 No + + +++ +++ 

ST846/OXA-48 No - - +++ +++ 

ST899/OXA-48 No - - + ++ 

-: no productor de biopelícula, +: productor de biopelícula débil, ++: productor de biopelícula moderado, 
+++: productor de biopelícula fuerte. 

Respecto al tipo de clon (epidémico o no epidémico) se observó que la capacidad de formación 

de biopelícula a 37ºC fue similar entre los dos grupos (p=0,6), 8 aislados de clones epidémicos 

(73%) y 5 aislados de clones no epidémicos (83%) fueron capaces de formar biopelícula, en 

ausencia y presencia de humedad. A 25ºC, por el contrario, la capacidad de formación de 

biopelícula fue superior en los aislados de clones epidémicos que en los aislados de clones no 

epidémicos (p=0,03). Entre los clones epidémicos, 6 asilados (55%) en ausencia de humedad y 5 

asilados (45%) en presencia de humedad fueron capaces de formar biopelícula, mientras que 

entre los clones no epidémicos únicamente el asilado ST16/OXA-48 (17%) fue capaz de formar 



 

 

biopelícula en ausencia y presencia de humedad. Del mismo modo, se observó que a 37ºC la 

frecuencia de formadores fuertes de biopelícula era similar entre clones epidémicos (5 aislados 

[45%] en ausencia y presencia de humedad) y clones no epidémicos (3 aislados [50%] en 

ausencia y presencia de humedad). Además, a 25ºC se observó que los aislados productores 

fuertes de biopelícula pertenecían con mayor frecuencia a clones epidémicos (3 aislados en 

ausencia de humedad y 4 aislados en presencia de humedad, suponiendo el 27 y 36% de los 

clones epidémicos), que a clones no epidémicos (ningún aislado en ausencia y presencia de 

humedad). Finalmente, se observó que la frecuencia de aislados formadores moderados o 

débiles fue similar entre los clones epidémicos y no epidémicos a ambas temperaturas (Tabla 

40). 

Tabla 40. Porcentaje de asilados de Kp-CP pertenecientes a clones epidémicos/no epidémicos en cada 
categoría de capacidad de formación de biopelícula en las 4 condiciones estudiadas.  

 25ºC 37ºC 

Categoría de formación de 
biopelícula 

Sin 
humedad 

Con 
humedad 

Sin 
humedad 

Con 
humedad 

Formador fuerte 27%/0% 36%/0% 45%/50% 45%/50% 

Formador moderado 9%/0% 0%/0% 0%/0% 0%/17% 

Formador débil 18%/17% 9%/17% 27%/33% 27%/17% 

No formador 45%/83% 55%/83% 27%/17% 27%/17% 

En negrita se indican las diferencias más relevantes. 

Tres de los aislados estudiados (ST101/KPC-2, ST147/VIM-1, ST405/OXA-48), pertenecientes a 

clones epidémicos, fueron productores fuertes de biopelícula en todas las condiciones de 

temperatura y humedad analizadas. Cuatro de los aislados estudiados, tres clasificados como 

clones epidémicos y uno como no epidémico, no fueron capaces de formar biopelícula en 

ninguna de las condiciones de temperatura y humedad analizadas (ST11/VIM-1, ST15/VIM-1, 

ST11/OXA-48 y ST340/OXA-48). 

Aislados pertenecientes al mismo secuenciotipo (ST11 y ST15) mostraron diferente capacidad 

de formación de biopelícula. ST11/VIM-1 y ST11/OXA-48 no fueron capaces de formar 

biopelícula en ninguna de las condiciones estudiadas, mientras que ST11/OXA-245 se clasificó 

como productor moderado o fuerte de biopelícula, en función de las condiciones de 

temperatura y humedad. Del mismo modo, en ST15/VIM-1 no se observó producción de 

biopelícula en ninguna de las condiciones estudiadas, mientras que el aislado ST15/OXA-48 se 

clasificó como productor débil o fuerte de biopelícula, en función de las condiciones de 

temperatura y humedad. 
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Respecto al efecto de la temperatura en la formación de las biopelículas, se observó que la 

capacidad de formación de biopelícula fue mayor a 37ºC que a 25ºC (p=0,02). A 37ºC, 13 aislados 

(76%) fueron capaces de formar biopelícula, tanto en ausencia como en presencia de humedad. 

A 25ºC, 7 aislados (41%) fueron capaces de formar biopelícula en ausencia de humedad y 6 

aislados (35%) fueron capaces en presencia de humedad. 

Respecto a la humedad, su efecto sobre la capacidad de formación de biopelícula fue escaso 

(p=1,0), observándose cambios en la categoría de formación de biopelícula únicamente en 2 

aislados (ST11/OXA-245 y ST37/OXA-48) a 25ºC y en 1 aislado (ST899/OXA-48) a 37ºC. 

4.3.2. Viabilidad y dinámica de formación de biopelículas formadas por aislados 

pertenecientes a clones epidémicos 

4.3.2.1. Viabilidad de las biopelículas formadas por aislados pertenecientes a 

clones epidémicos 

La viabilidad de las biopelículas formadas por 4 aislados seleccionados pertenecientes a los 

clones epidémicos ST512/KPC-3, ST258/KPC-3, ST15/OXA-48 y ST11/OXA-48 se analizó 

mediante recuento de bacterias viables. La recuperación de bacterias viables de las biopelículas 

formadas en ausencia de biocidas fue posible durante todo el periodo de estudio a ambas 

temperaturas, a excepción de la biopelícula formada por ST11/OXA-48 a 37ºC, en la que la 

viabilidad celular de la biopelícula únicamente fue detectada hasta el día 30 (Figura 23). 

La viabilidad de la biopelícula (UFC/ml) formada a 25ºC y a 37ºC por el aislado ST11/OXA-48 fue 

en general significativamente inferior (p≤0,01) a la de los aislados ST512/KPC-3, ST258/KPC-3 y 

ST15/OXA-48, siendo 1-3 logaritmos inferior cuando las biopelículas se formaron a 25ºC y 1-4 

logaritmos inferior cuando las biopelículas se formaron a 37ºC (Figura 23). En general, en los 

aislados ST512/KPC-3, ST258/KPC-3 o ST15/OXA-48 no se observaron diferencias importantes 

en la viabilidad de las biopelículas formadas a 25ºC, excepto en el aislado ST15/OXA-48, en el 

que durante los 3 primeros días se observaron recuentos superiores a los determinados en el 

aislado ST512/KPC-3 (p=0,60 ; p≤0,01; p≤0,01; días 1, 2 y 3 respectivamente) y el aislado 

ST258/KPC-3 (p=0,23; p≤0,01; p=0,17; días 1, 2 y 3 respectivamente), pero inferiores a partir del 

día 30 respecto a la del aislado ST258/KPC-3 (p≤0,01; p=0,04; p=0,03; días 30, 45 y 60 

respectivamente) (Figura 23A). A 37ºC también se observaron recuentos del aislado ST15/OXA-

48 superiores a los del aislado ST512/KPC-3 (p≤0,01; p≤0,01; días 2 y 3 respectivamente) y 

ST258/KPC-3 (p≤0,02; p≤0,01; p=0,03; días 2, 3 y 7 respectivamente) en los primeros días de 

formación de biopelícula. Por el contrario, la viabilidad de la biopelículas formadas por el aislado 

ST512/KPC-3 fue significativamente superior a las formadas por el aislado ST258/KPC-3 a partir 

del día 21 (p=0,03), y por el aislado ST15/OXA-48 a partir de día 30 (p≤ 0,01) (Figura 23B). 



 

 

La viabilidad de la biopelícula formada por los 4 aislados estudiados permaneció relativamente 

estable durante los primeros 10 días de cultivo a 25ºC y 37ºC. A partir de ese momento, en las 

biopelículas formadas a 25ºC esta viabilidad continuó relativamente estable hasta el día 60, 

mientras que la viabilidad de las biopelículas formadas a 37ºC comenzó a disminuir 

significativamente (p≤ 0,01) en el día 7 para el aislado ST15/OXA-48 (1 logaritmo), en el día 10 

para el aislado ST11/OXA-8 (2 logaritmos) y en el día 21 para los aislados ST512/KPC-3 (4 

logaritmos) y ST258/KPC-3 (7 logaritmos) (Figura 24). 

Respecto al efecto de la temperatura en la viabilidad de las biopelículas, se observó una 

reducción significativa (p≤ 0,01) de 1-7 logaritmos en las biopelículas formadas a 37ºC respecto 

a 25ºC, a partir del día 14 en los aislados ST15/OXA-48 (3 logaritmos) y ST11/OXA-48 (1 

logaritmo), y a partir del día 21 en los aislados ST512/KPC-3 (5 logaritmos) y ST258/KPC-3 (7 

logaritmos) (Figura 24). 
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Figura 23. Viabilidad (Log UFC/ml, logaritmo de unidades formadoras de colonias por ml) de biopelículas 
formadas por cuatro aislados de Kp-PC pertenecientes a clones epidémicos entre los días 1 y 60, a 25ºC (A) 
y 37ºC (B). ▲, diferencia estadísticamente significativa (p≤0,05) entre biopelícula formada por los aislados 
ST512/KPC-3 y ST258/KPC-3. *, diferencia estadísticamente significativa (p≤0,05) entre biopelícula formada 
por los aislados ST512/KPC-3 y ST15/OXA-48. ▪, diferencia estadísticamente significativa (p≤0,05) entre 
biopelícula formada por los aislados ST258/KPC-3 y ST15/OXA-48. 



 

 
Figura 24. Viabilidad (Log UFC/ml, logaritmo de unidades formadoras de colonias por ml) de biopelículas formadas por cuatro aislados de Kp-PC pertenecientes a clones 
epidémicos, entre los días 1 y 60, a 25ºC y 37ºC. Flecha negra: inicio de la disminución significativa (p≤0,05) del recuento de células viables (Log UFC/ml) a 37ºC respecto a la 
medida anterior (días). * Diferencia significativa (p≤0,05) del recuento de células viables (Log UFC/ml) entre las dos temperaturas. 
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4.3.2.2. Dinámica de formación de biopelículas en aislados pertenecientes a 

clones epidémicos 

La dinámica de la formación de biopelícula de los 4 aislados seleccionados pertenecientes a los 

clones epidémicos ST512/KPC-3, ST258/KPC-3, ST15/OXA-48 y ST11/OXA-48 se analizó en el 

sistema “Flow cell” mediante microscopia de barrido láser confocal (CLSM). De estos 4 aislados 

el único que no pudo formar biopelícula en este sistema fue el ST11/OXA-48. 

El análisis de las imágenes permitió calcular la media de la cantidad de biomasa (µm3/µm2) y el 

grosor máximo (µm) de las biopelículas de los 3 aislados estudiados, y también se generaron 

imágenes tridimensionales del proceso de formación de la biopelícula. La representación gráfica 

de estos resultados y las imágenes tridimensionales de las biopelículas pueden verse en las 

Figuras 29 y 30 (apartado 4.3.4.3), conjuntamente con los resultados obtenidos en las 

biopelículas expuestas a povidona yodada. En el análisis de los datos solo se utilizaron datos de 

las bacterias viables ya que, mediante la tinción de las bacterias que forman la biopelícula con 

“FilmTracerTM LIVE/DEAD® Biofilm Viability Kit”, se observó que prácticamente todas las 

bacterias eran viables.  

A continuación, se expresan los valores medios de biomasa (µm3/µm2) y la media del grosor 

máximo (µm) de los aislados analizados en ausencia de concentraciones subletales de povidona 

yodada en los días 1, 2 y 6 respectivamente. 

ST15/OXA-48 fue el aislado que en general mostró una biopelícula con mayor cantidad de 

biomasa y grosor máximo (p≤ 0,01; excepto en el día 2 en el que no se observan diferencias en 

la biomasa respecto ST512/KPC3). La biomasa formada por el aislado ST15/OXA-48 fue 6,5 ± 2,1 

en el día 1 (día 1); 7,1 ± 3,2 en el día 2 (día 2) y 8,2 ± 3,3 en el día 6 (día 6). El grosor máximo fue 

37,8 ± 9,7 (día 1); 37,1 ± 11,3 (día 2) y 25,3 ± 9,1 (día 6). En el aislado ST512/KPC-3 la biomasa 

observada fue 2,9 ± 1,4 (día 1); 6,7 ± 2,5 (día 2) y 4,7 ± 1,7 (día 6), y el grosor máximo fue 22,3 ± 

6,7 (día 1); 24,7 ± 4,8 (día 2) y 13,6 ± 4,7 (día 6). En el aislado ST258/KPC-3 la biomasa fue 1,7 ± 

0,8 (día 1); 1,4 ± 1,3 (día 2) y 5,2 ± 3,7 (día 6) y el grosor máximo 11,6 ± 3,3 (día 1); 17,1 ± 5,6 (día 

2) y 14,8 ± 8,3 (día 6). Respecto a estos dos últimos aislados, el valor medio de la biomasa y el 

del grosor máximo fue mayor en ST512/KPC-3 en los días 1 (p=0,05 y p=0,01; respectivamente) 

y día 2 (p≤0,01 y p≤0,01; respectivamente). Por el contrario, aunque las diferencias no fueron 

significativas, el valor medio de biomasa y grosor máximo fue mayor en el aislado ST258/KPC-3 

en el día 6 (p=0,97 y p=0,84; respectivamente). 

Con respecto a la dinámica de formación de la biopelícula en el aislado ST15/OXA-48, se observó 

un incremento en la cantidad de biomasa observada en los días 1, 2 y 6, aunque las diferencias 



 

 

no fueron estadísticamente significativas (p=0,63; p=0,13 y p=0,39; día 2 respecto día 1, día 6 

respecto día 1 y día 6 respecto día 2). Por el contrario, se observó una disminución 

estadísticamente significativa en el grosor máximo de la biopelícula formada en el día 6 respecto 

a la de los días 1 y 2 (p≤0,01; ambos). En el caso del aislado ST512/KPC-3, se observó un aumento 

significativo en la cantidad de biomasa de la biopelícula en el día 2 respecto al día 1 (p≤ 0,01) y 

del día 6 respecto al día 1 (p=0,02), así como una disminución en el día 6 respecto al día 2 

(p=0,02). Además, se observó una disminución del grosor máximo de la biopelícula en el día 6 

respecto a los días 1 y 2 (p≤ 0,01; ambos). En el aislado ST258/KPC-3, se observó un aumento de 

la cantidad de biomasa de la biopelícula en el día 6 respecto a los días 1 y 2 (p=0,02 y p≤0,01; 

respectivamente) y del grosor máximo de la misma en el día 2 respecto al día 1 (p=0,03). 

Las imágenes tridimensionales y las secciones transversales de las biopelículas formadas en 

ausencia de povidona yodada, generadas con el programa informático IMARIS a partir de las 

imágenes obtenidas por CLSM, mostraron que la biopelícula formada por el aislado ST15/OXA-

48 cubrió toda la superficie, observándose crecimiento en altura desde el primer día. En el caso 

de las biopelículas formadas por los aislados ST512/KPC-3 y ST258/KPC-3 se observaron 

microcolonias en el día 1 y la biopelícula recubrió toda la superficie en los días 2 y 6, mientras 

que no se aprecia un incremento importante en la formación de biopelícula en altura. 

4.3.3. Prevalencia del operón mrkABCDF y expresión relativa del gen mrkA. Análisis 

de las diferencias entre aislados de clones epidémicos y aislados de clones no 

epidémicos. 

El operón mrkABCDF se detectó completo en los 17 aislados analizados, aunque se observaron 

algunos cambios en las secuencias de aminoácidos de los genes que lo forman (Tabla 41). 

El rango de cobertura y el porcentaje mínimo de lecturas correctas en las posiciones en las que 

se detectaron variaciones en las secuencias respecto a la de referencia (anexo 1) se muestran 

en la Tabla 42. El rango de cobertura muestra el número de lecturas del aislado con menor y 

mayor número de lecturas obtenidas en esas posiciones. El porcentaje mínimo de lecturas 

correctas es el porcentaje de lecturas en las que se presenta el mismo aminoácido que la 

secuencia consenso del aislado que presenta el menor porcentaje. 
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Tabla 41. Porcentaje de aminoácidos idénticos y cambios de aminoácidos detectados respecto a la 
secuencia de referencia (anexo 1) en los genes del operón mrkABCDF. 

ID (%): porcentaje de aminoácidos idénticos a la secuencia de referencia, CA: cambio de aminoácido. 

 

Tabla 42. Rango de cobertura y porcentaje mínimo de lecturas correctas de las posiciones en las que se 
observan variaciones en las secuencias de los genes estudiados en los 17 aislados de Kp-PC. 

  Genes codificantes de bombas de expulsión (longitud de la secuencia en pb) 

  
mrkA 

(202) 

mrkB 

(233) 

mrkC 

(828) 

mrkD 

(331) 

mrkF 

(211) 

Rango de 
cobertura 

15-79 75 30-53 9-56 41-44 

% mínimo de 
lecturas correctas 

73,8 100 95,2 92,9 97,6 

 

La expresión relativa de mrkA en los 17 aislados fue variable, observándose un rango entre 0,1 

(± 0,0) y 28,2 (± 4,7) (Tabla 43 y Figura 25). 

  

 mrkA (202 pb) mrkB (233 pb) mrkC (828 pb) mrkD (331 pb) mrkF (211 pb) 

Aislado/ 
carbapenemasa 

ID 
(%) 

CA ID (%) CA 
ID 
(%) 

CA 
ID 
(%) 

CA ID (%) CA 

ST101/KPC-2 100  100  100  99,7 Q141E 100  

ST258/KPC-3 100  100  100  100  100  

ST512/KPC-3 100  100  100  100  100  

ST11/VIM-1 100  100  100  100  100  

ST15/VIM-1 99,5 T26N 100  99,8 
N376Y,  
A718T 

99,7 Q141E 100  

ST147/VIM-1 99,5 T26N 100  100  100  100  

ST11/OXA-245 100  100  100  100  100  

ST11/OXA-48 100  100  100  100  100  

ST15/OXA-48 99,5 T26N 100  99,8 
N376Y,  
A718T 

99,7 Q141E 100  

ST37/OXA-48 100  100  100  100  100  

ST405/OXA-48 99,5 T26N 100  100  99,7 Q141E 100  

ST340/VIM-1 100  100  100  100  100  

ST437/OXA-245 100  100  100  100  100  

ST13/OXA-48 99,5 T26N 100  100  99,4 Q141E, T253I 100  

ST16/OXA-48 100  100  100  99,7 Q141E 100  

ST846/OXA-48 99,5 T26N 99,6 S163G 100  100  99,5 E125D 

ST899/OXA-48 98 

T26N, 
N86K, 
D91N, 
D153N 

100   99,9 I805V 96,7 

T60W, M61P, 
 S68N, A111E,  

N127Y, N130D,  
Q141E, W164L,  
G168S, N179S, 

K285N 

99,5 V48I 



 

 

Tabla 43. Expresión relativa media de mrkA, desviación estándar y capacidad de formación de biopelícula (a 
37ºC en ausencia de humedad) de los 17 aislados de Kp-PC. 

Clon/carbapenemasa 
Clon 

epidémico 
Expresión relativa 
de mrkA (media) 

DE 
Capacidad de 

formación de biopelícula* 

ST101/KPC-2 Sí 22,6 3,2 +++ 

ST258/KPC-3 Sí 0,1 0,1 + 

ST512/KPC-3 Sí 4,1 0,6 + 

ST11/VIM-1 Sí 1,4 0,9 - 

ST15/VIM-1 Sí 0,2 0,2 - 

ST147/VIM-1 Sí 2,7 1,9 +++ 

ST11/OXA-245 Sí 27,3 15,6 +++ 

ST11/OXA-48 Sí 0,1 0,0 - 

ST15/OXA-48 Sí 4,6 0,5 +++ 

ST37/OXA48 Sí 0,1 0,1 + 

ST405/OXA-48 Sí 28,2 4,7 +++ 

ST340/VIM-1 No 0,1 0,1 - 

ST437/OXA-245 No 0,1 0,0 + 

ST13/OXA-48 No 9,5 0,7 +++ 

ST16/OXA-48 No 0,3 0,1 +++ 

ST846/OXA-48 No 1,3 0,7 +++ 

ST899/OXA-48 No 21,5 0,6 + 

DE: Desviación estándar. * A 37ºC en ausencia de humedad. -: no productor de biopelícula, +: productor 
de biopelícula débil, ++: productor de biopelícula moderado, +++: productor de biopelícula fuerte. 

Se establecieron tres categorías de expresión relativa de mrkA, considerándose el rango 28,2-

22,6 expresión de nivel alto; 9,5-1,3 de nivel intermedio y 0,2-0,1 de nivel bajo (Figura 25). 

La expresión relativa de mrkA se asoció directamente con la capacidad de formación de 

biopelícula (media de la absorbancia, rho= 0,79 p≤ 0,01). El porcentaje de aislados formadores 

fuertes de biopelícula fue del 75% entre los aislados que presentaron expresión de mrkA de alto 

nivel, 67% entre los aislados de presentaron expresión de mrkA de nivel intermedio y 14% entre 

los aislados que presentaron expresión de mrkA de bajo nivel. 

No se observaron diferencias significativas (p=0,45) en la expresión relativa de mrkA entre los 

aislados de clones epidémicos y los aislados de clones no epidémicos. Se observó que el nivel de 

expresión de mrkA fue alto, intermedio o bajo en el 27, 36 y 36% de los aislados pertenecientes 

a clones epidémicos, y en el 17, 33 y 50% de los aislados pertenecientes a clones no epidémicos. 

Todos los aislados pertenecientes a clones epidémicos que presentaron un nivel de expresión 

de mrkA alto (n= 3) fueron aislados formadores fuertes de biopelícula, mientras que el único 

aislado perteneciente a clones no epidémicos que mostró un nivel de expresión de mrkA alto 

(ST899/OXA- 48) fue un aislado formador débil de biopelícula (Figura 25). 
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Figura 25. Capacidad de formación de biopelícula, según la clasificación de Stepanovic, a 37ºC 
en ausencia de humedad (barras) y expresión relativa del gen mrkA (línea roja) de los 17 aislados 
de Kp-PC307. *: aislados que pertenecen a clones no epidémicos. 

Finalmente, el nivel de expresión relativa de mrkA no se relacionó con el tipo de carbapenemasa 

producida (p=0,55). La expresión relativa de mrkA de los aislados productores de 

carbapenemasas pertenecientes al mismo grupo fue muy variable, observándose niveles de 

expresión alto, intermedio y bajo en todos los grupos con la excepción los productores de 

carbapenemasas del grupo VIM que presentaron niveles de expresión intermedio y bajo. 

4.3.4. Formación de biopelículas y viabilidad de las biopelículas en presencia de 

biocidas. Dinámica de la formación de biopelículas en presencia de povidona 

yodada. 

4.3.4.1. Formación de biopelícula en presencia de biocidas mediante el ensayo 

por tinción con cristal violeta. 

Los resultados obtenidos mostraron que la presencia de concentraciones subinhibitorias de los 

7 biocidas estudiados afectaba la capacidad de formación de biopelícula determinada mediante 

tinción con cristal violeta de forma variable en los 17 aislados de Kp-PC analizados. 

En la Tabla 44 se observa el porcentaje de aislados capaces de formar biopelícula en las 4 

condiciones de temperatura y humedad analizadas, al ser o no expuestos a concentraciones 



 

 

subinhibitorias de los 7 biocidas estudiados. A 25ºC, se observó que, en ausencia de exposición 

a biocidas, el 41% y 35% de los aislados fueron capaces de formar biopelícula en ausencia y 

presencia de humedad, respectivamente. La exposición a concentraciones subletales de 

povidona yodada y solución hidroalcohólica redujo el porcentaje de aislados de capaces de 

formar biopelícula (12% y 12% tras exposición a povidona yodada y 29% y 24% tras exposición a 

solución hidroalcohólica, en ausencia y presencia de humedad (p=0,03; p=0,05; p=0,16; p=0,16) 

respectivamente). Para el resto de los biocidas se observó un ligero incremento, aunque las 

diferencias no fueron significativas. A 37ºC, se observó que, en ausencia de exposición a 

biocidas, el 76% de los aislados fueron capaces de formar biopelícula en ausencia y presencia de 

humedad. La exposición a concentraciones subletales de povidona yodada, triclosán y solución 

hidroalcohólica redujo el porcentaje de aislados de Kp-PC capaces de formar biopelícula (47% y 

47% tras exposición a povidona yodada, 65% y 71% tras la exposición a triclosán y 71% y 71% 

tras exposición a solución hidroalcohólica, en ausencia y presencia de humedad (p=0,03; p=0,03; 

p=0,16; p=0,32; p=0,32; p=0,32, respectivamente). Para el resto de los biocidas no se observaron 

diferencias (76% tras exposición a concentraciones subinhibitorias de hipoclorito sódico y 

etanol, en ausencia y presencia de humedad, así como a cloruro de benzalconio y digluconato 

de clorhexidina en ausencia de humedad) o se observó un incremento no significativo (82% y 

88% (p=0,16) tras exposición a concentraciones subinhibitorias de cloruro de benzalconio y 

digluconato de clorhexidina en presencia de humedad (p=0,32; p=0,16, respectivamente). 

Tabla 44. Porcentaje de los 17 aislados de Kp-PC, expuestos o no a concentraciones subletales de biocidas, 
capaces de formar biopelícula en diferentes condiciones de temperatura y humedad. 

 25ºC 37ºC 

Biocida 
Ausencia de 

humedad 
Presencia de 

humedad 
Ausencia de 

humedad 
Presencia de 

humedad 

CON 41% 35% 76% 76% 
STE 29% 24% 71% 71% 
POV 12% 12% 47% 47% 
HS 47% 53% 76% 76% 

CHV 53% 47% 76% 88% 
BZK 47% 47% 76% 82% 
ET 53% 53% 76% 76% 
TRI 53% 53% 65% 71% 

CON: control, STE: solución hidroalcohólica (Sterillium®), POV: povidona yodada, HS: hipoclorito de sodio, 
CHX: digluconato de clorhexidina, BZK: cloruro de benzalconio, ET: etanol y TRI: triclosán. En negrita, 
diferencias significativas respecto al control (p≤0,05). 

En general, se observó que la exposición a biocidas no produjo un cambio de categoría en la 

mayoría de los aislados, excepto con povidona yodada a 25ºC y a 37ºC, tanto en ausencia como 
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en presencia de humedad, con el que se observó una reducción de categoría estadísticamente 

significativa (p≤0,02) (Figura 26). 

 

Figura 26. Cambio en la capacidad de formación de biopelículas de los 17 aislados de Kp-PC expuestos o no 
a concentraciones subletales de 7 biocidas en diferentes condiciones de temperatura y humedad (% de 
aislados). TRI: triclosán, ET: etanol, BZK: cloruro de benzalconio, CHX: digluconato de clorhexidina, HS: 
hipoclorito de sodio, POV: povidona yodada, STE: solución hidroalcohólica (Sterillium®) y CON: control. 
Enmarcados en rojo, biocidas con efecto estadísticamente significativo. 

 

La exposición a hipoclorito de sodio, digluconato de clorhexidina y cloruro de benzalconio 

supuso un incremento en la categoría de formación de biopelícula en un porcentaje reducido de 

aislados (6-24%, incluyendo todas las condiciones de temperatura y humedad analizadas). Las 

diferencias no fueron estadísticamente significativas, con la excepción de la exposición a 

digluconato de clorhexidina, que produjo un incremento de categoría de formación de 

biopelícula en el 24% de los aislados a 25ºC en ausencia de humedad (p=0,05) (Figura 26). 

La exposición a la solución hidroalcohólica, etanol y triclosán supuso un cambio de categoría 

variable, observándose cambios a categorías inferiores o superiores en un porcentaje reducido 

de aislados (0-24%), incluyendo todas las condiciones de temperatura y humedad analizadas. 

Las diferencias no fueron estadísticamente significativas, excepto con triclosán que se observa 

un incremento de categoría en el 24% de los aislados a 25ºC en ausencia y en presencia de 

humedad, respectivamente (p=0,05) (Figura 26). 



 

 

No se observaron diferencias significativas (p>0,16) en la capacidad de formación de biopelícula 

por exposición a los biocidas estudiados en ninguno de los 4 aislados de clones epidémicos en 

los que se ha estudiado la dinámica de formación y viabilidad de la biopelícula. 

4.3.4.2. Viabilidad de biopelículas en presencia de concentraciones subletales 

de biocidas. 

El efecto de los biocidas sobre la viabilidad de las biopelículas se analizó a 25ºC hasta el día 60, 

mientras que a 37ºC se analizó hasta el día 7, debido a que a partir de este día el recuento de 

células viables se redujo de forma significativa (p≤ 0,01) (Figura 24). 

En general, en los 4 aislados pertenecientes a clones epidémicos seleccionados para este estudio 

se produjo una reducción en la viabilidad de las biopelículas expuestas a biocidas, aunque fue 

posible la recuperación de bacterias viables en todos los casos durante el periodo de tiempo 

analizado (60 o 7 días en biopelículas formadas a 25ºC y 37ºC, respectivamente) (Tabla 45). 

Tabla 45. Recuentos de bacterias viables tras 60 días en biopelículas formadas a 25ºC y 7 días en biopelículas 
formadas a 37ºC expuestas o no a concentraciones subletales de biocidas. 

 Viabilidad de la biopelícula (log UFC/ml) 

 Día 60 a 25ºC Día 7 a 37ºC 

B 
ST512/ 

KPC-3 

ST258/ 

KPC-3 

ST15/ 

OXA-48 

ST11/ 

OXA-48 
 

ST512/ 

KPC-3 

ST258/ 

KPC-3 

ST15/ 

OXA-48 

ST11/ 

OXA-48 

CON 5,4 6,2 5,5 4,7  7,4 6,9 7,4 6,6 

POV 5,6 5,8 4,5 2,8  5,9 6,0 6,7 5,3 

CHX 4,5 6,1 4,7 1,5  7,1 6,9 7,5 5,3 

BZK 5,9 5,3 4,9 3,0  7,1 6,8 7,4 5,7 

HS 5,4 6,1 5,2 3,2  6,9 6,7 7,4 5,3 

ET 5,4 6,2 5,4 3,3  7,1 6,7 7,1 5,6 

STE 5,5 6,3 5,8 3,7  7,2 6,5 7,0 5,7 

TRI 5,5 6,8 5,1 3,6  6,9 6,6 7,3 5,8 

log UFC/ml: logaritmo de unidades formadoras de colonias por ml, B: biocida, CON: control, POV: 
povidona yodada, CHX: digluconato de clorhexidina, BZK: cloruro de benzalconio, HS: hipoclorito de sodio, 
ET: etanol, STE: solución hidroalcohólica (Sterillium®) y TRI: triclosán. 

La disminución en la viabilidad de las biopelículas expuestas a los biocidas estudiados respecto 

al control (biopelícula no expuesta a biocidas) a 25ºC y 37ºC se muestra en las Figuras 27 y 28. 

Los biocidas que a concentraciones subletales produjeron una mayor reducción en el recuento 

de bacterias viables en las biopelículas fueron povidona yodada, seguido por digluconato de 

clorhexidina, tanto a 25ºC como a 37ºC, seguidos por cloruro de benzalconio a 25ºC e hipoclorito 

de sodio a 37ºC (Figuras 27 y 28, Tabla 46). Povidona yodada fue el biocida en el que la reducción 

significativa en el recuento de bacterias viables se observó en un mayor porcentaje de los días 

analizados, tanto a 25ºC como a 37ºC (Figuras 27 y 28, Tabla 47). 
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Figura 27. Efecto de 7 biocidas sobre la viabilidad de biopelículas formadas a 25ºC de 4 aislados de Kp-PC pertenecientes a clones epidémicos. Únicamente se muestran las 
diferencias significativas (p≤0,05). POV: povidona yodada, CHX: digluconato de clorhexidina, BZK: cloruro de benzalconio, HS: hipoclorito de sodio, ET: etanol, STE: solución 
hidroalcohólica (Sterillium®) y TRI: triclosán. 



 

 
Figura 28. Efecto de 7 biocidas sobre la viabilidad de biopelículas formadas a 37ºC de 4 aislados de Kp-PC pertenecientes a clones epidémicos. Únicamente se muestran las 
diferencias significativas (p≤0,05). POV: povidona yodada, CHX: digluconato de clorhexidina, BZK: cloruro de benzalconio, HS: hipoclorito de sodio, ET: etanol, STE: solución 
hidroalcohólica (Sterillium®) y TRI: triclosán. 
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Tablas 46. Disminución en el recuento de bacterias viables en las biopelículas de 4 aislados de Kp-PC 
pertenecientes a clones epidémicos expuestas a povidona yodada (A), digluconato de clorhexidina (B), 
cloruro de benzalconio (C), hipoclorito de sodio (D), etanol al 70% (E), solución hidroalcohólica (F) y triclosán 
(G). Diferencias significativas (p≤0,05) respecto al control en negrita. 

A  
Supervivencia (disminución log UFC/ml) de la biopelícula expuesta a POV 

Días de incubación a 25ºC Días de incubación a 37ºC 

Clon/ 
carbapenemasa 

1 2 3 7 10 14 21 30 45 60 1 2 3 7 

ST512/KPC-3 -0,5 -1,0 -0,9 -1,3 -0,4 -1,2 -1,3 -0,5 -2,2 0,3 -0,9 -1,3 -0,9 -1,5 

ST258/KPC-3 -2,9 -1,7 -0,9 -1,6 -1,0 -1,6 -0,5 -0,5 -0,2 -0,3 -1,3 -2,0 -1,0 -0,9 

ST15/OXA-48 -1,3 -0,7 -1,2 -0,3 1,1 -0,6 -0,2 -0,5 -1,0 -0,9 -0,4 -0,8 -0,6 -0,7 

ST11/OXA-48 -1,1 -0,4 -0,2 -0,2 0,7 -0,7 -0,4 -0,3 0,0 -1,9 0,0 -0,3 -0,4 -1,3 

 
 

B 
Supervivencia (disminución log UFC/ml) de la biopelícula expuesta a CHX 

Días de incubación a 25ºC Días de incubación a 37ºC 

Clon/ 
carbapenemasa 

1 2 3 7 10 14 21 30 45 60 1 2 3 7 

ST512/KPC-3 0,0 0,1 0,0 -0,5 0,1 -0,9 -1,8 -1,6 -3,1 -0,8 -0,2 -0,1 0,0 -0,3 

ST258/KPC-3 0,2 0,2 -0,1 -0,2 -1,3 -2,8 -1,2 -2,1 -2,2 -0,1 0,0 -0,6 -0,1 0,0 

ST15/OXA-48 0,4 0,2 0,3 0,3 0,8 0,1 -0,5 0,4 -0,7 -0,7 0,5 0,2 -0,2 0,1 

ST11/OXA-48 -1,0 -0,3 0,0 -0,4 0,0 -0,7 0,2 -0,5 -1,6 -3,2 0,4 0,4 0,5 -1,3 

 
 

C 
Supervivencia (disminución log UFC/ml) de la biopelícula expuesta a BZK 

Días de incubación a 25ºC Días de incubación a 37ºC 

Clon/ 
carbapenemasa 

1 2 3 7 10 14 21 30 45 60 1 2 3 7 

ST512/KPC-3 0,0 0,2 0,0 -0,4 -0,1 -0,6 0,4 -0,6 -1,8 0,5 -0,3 0,0 0,0 -0,4 

ST258/KPC-3 0,0 -0,3 0,0 0,1 -0,9 -1,5 -0,8 -1,0 -1,1 -0,8 0,1 0,0 -0,1 -0,1 

ST15/OXA-48 0,5 0,1 0,1 0,3 0,9 0,1 -0,2 -0,1 -0,9 -0,6 0,4 -0,1 -0,3 0,0 

ST11/OXA-48 -0,9 -0,4 -0,1 -0,4 0,0 -0,7 0,3 -0,5 -0,7 -1,7 0,3 0,4 0,6 -0,9 

 
 

D 
Supervivencia (disminución log UFC/ml) de la biopelícula expuesta a HS 

Días de incubación a 25ºC Días de incubación a 37ºC 

Clon/ 
carbapenemasa 

1 2 3 7 10 14 21 30 45 60 1 2 3 7 

ST512/KPC-3 0,2 0,0 0,0 -0,3 -0,3 -0,7 -0,8 -0,6 -1,5 0,1 -0,2 -0,5 0,1 -0,5 

ST258/KPC-3 -0,1 -0,1 0,0 -0,3 -1,1 -1,3 -0,8 -1,2 -0,4 -0,1 -0,3 -0,5 -0,3 -0,2 

ST15/OXA-48 0,1 0,2 -0,1 0,3 0,6 0,1 0,0 0,0 -0,4 -0,3 0,1 -0,1 -0,4 0,0 

ST11/OXA-48 -1,0 -0,2 -0,1 -0,4 0,2 -0,4 0,3 0,1 0,1 -1,5 0,4 0,3 0,5 -1,3 

 
 

E 
Supervivencia (disminución log UFC/ml) de la biopelícula expuesta a ET 

Días de incubación a 25ºC Días de incubación a 37ºC 

Clon/ 
carbapenemasa 

1 2 3 7 10 14 21 30 45 60 1 2 3 7 

ST512/KPC-3 -0,4 0,0 -0,1 -0,6 -0,1 -0,8 -1,0 -0,5 -1,6 0,1 -0,3 -0,5 -0,3 -0,3 

ST258/KPC-3 -0,2 -0,4 0,1 -0,6 -0,4 -1,2 -0,9 -1,0 -0,6 0,1 0,0 -0,3 -0,4 -0,2 

ST15/OXA-48 -0,1 -0,1 0,0 0,1 0,8 0,0 -0,4 0,3 -0,6 0,0 0,2 0,0 -0,4 -0,3 

ST11/OXA-48 -0,5 -0,4 -0,2 -0,4 0,1 -0,2 0,1 -0,3 -0,4 -1,5 -0,2 0,1 0,7 -1,0 

 
 



 

 

 

F 
Supervivencia (disminución log UFC/ml) de la biopelícula expuesta a STE 

Días de incubación a 25ºC Días de incubación a 37ºC 

Clon/ 
carbapenemasa 

1 2 3 7 10 14 21 30 45 60 1 2 3 7 

ST512/KPC-3 -0,2 -0,9 -0,3 -0,5 0,0 -0,9 -0,5 -0,5 -1,2 0,1 0,0 -0,5 0,0 -0,3 

ST258/KPC-3 -0,3 -1,0 -0,2 -0,3 -0,7 -1,0 -0,6 -0,5 -0,1 0,1 0,2 -0,5 -0,6 -0,4 

ST15/OXA-48 0,0 0,1 0,0 0,3 1,1 -0,2 0,0 -0,1 -0,4 0,3 0,0 0,0 -0,4 -0,4 

ST11/OXA-48 -1,1 0,0 0,1 -0,1 0,4 -0,1 0,0 0,0 0,4 -1,0 0,1 -0,3 0,0 -0,9 

 
 

G 
Supervivencia (disminución log UFC/ml) de la biopelícula expuesta a TRI 

Días de incubación a 25ºC Días de incubación a 37ºC 

Clon/ 
carbapenemasa 

1 2 3 7 10 14 21 30 45 60 1 2 3 7 

ST512/KPC-3 -0,5 -0,7 -0,9 -0,3 0,4 -0,8 -0,1 1,2 -0,6 0,0 0,1 -0,5 -1,0 -0,5 

ST258/KPC-3 0,3 0,4 0,3 0,2 -0,3 -0,8 -0,7 0,0 -0,7 0,6 0,1 -0,2 -0,2 -0,3 

ST15/OXA-48 0,1 0,1 0,1 0,2 0,8 0,2 0,0 0,3 -0,4 -0,4 0,5 0,0 -0,6 -0,1 

ST11/OXA-48 -0,2 -0,2 -0,1 -0,4 -0,1 -0,4 0,7 0,2 -0,2 -1,1 0,0 -0,1 0,2 -0,8 

 
 

Tablas 47. Porcentaje de días en los que se observa una disminución o incremento significativos a 25ºC (A) 
y 37ºC (B).  

A 
Porcentaje de días (n=60) en los que se observa una disminución/incremento estadísticamente 

significativo de la supervivencia (log UFC/ml) de la biopelícula formada a 25ºC expuesta a biocidas  

Clon/ 

carbapenemasa 
POV CHX BZK HS ET STE TRI 

ST512/KPC-3 60%/0% 50%/0% 20%/0% 30%/0% 20%/0% 30%/0% 20%/0% 

ST258/KPC-3 60%/0% 40%/0% 50%/0% 30%/0% 40%/0% 30%/0% 10%/0% 

ST15/OXA-48 70%/10% 20%/10% 10%/10% 0%/10% 0%/10% 0%/10% 0%/10% 

ST11/OXA-48 20%/10% 40%/0% 20%/0% 20%/0% 10%/0% 0%/0% 10%/0% 

 
 

B 
Porcentaje de días (n=7) en los que se observa una disminución/incremento estadísticamente 

significativa de la supervivencia (log UFC/ml) de la biopelícula formada a 37ºC expuesta a biocidas 

Clon/ 

carbapenemasa 
POV CHX BZK HS ET STE TRI 

ST512/KPC-3 100/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 25/0 

ST258/KPC-3 100/0 25/0 0/0 0/0 25/0 50/0 0/0 

ST15/OXA-48 75/0 0/0 0/0 0/0 25/0 25/0 25/0 

ST11/OXA-48 50/0 25/25 25/25 25/0 25/25 25/0 25/0 

 

 

4.3.4.3. Dinámica de formación de biopelículas en presencia de 

concentraciones subletales de povidona yodada. 

A continuación, se expresan los valores medios de biomasa (µm3/µm2) y la media del grosor 

máximo (µm) de las biopelículas formadas en presencia de concentraciones subletales de 

povidona yodada por los 3 aislados analizados en los días 1, 2 y 6 respectivamente. 

ST15/OXA-48 fue el aislado en el que en general se observó una mayor cantidad de biomasa y 

grosor máximo de la biopelícula (p≤0,01) en el día 2 y el día 6, mientras que en el día 1 no se 
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observan diferencias en el grosor máximo respecto los otros dos aislados seleccionados para 

este estudio (ST512/KPC-3 y ST512/KPC-3) (Figuras 29 y 30). La biomasa (µm3/µm2) del aislado 

ST15/OXA-48 fue 4,7 ± 2,2 (día 1); 7,3 ± 3,5 (día 2) y 13,2 ± 4,8 (día 6) y el grosor máximo (µm) 

21,3 ± 17,8 (día 1); 25,2 ± 10,1 (día 2) y 28,6 ± 9,4 (día 6). La biomasa de la biopelícula formada 

por el aislado ST512/KPC-3 fue 2,1 ± 1,2 (día 1); 3,6 ± 1,7 (día 2) y 5,4 ± 1,0 (día 6) y el grosor 

máximo 15,2 ± 6,6 (día 1); 7,8 ± 1,7 (día 2) y 7,7 ± 1,7 (día 6). La biomasa de la biopelícula formada 

por el aislado ST258/KPC-3 fue 2,3 ± 1,6 (día 1); 2,9 ± 1,9 (día 2) y 5,4 ± 2,2 (día 6) y el grosor 

máximo medio 24,4 ± 8,4 (día 1); 17,7 ± 4,6 (día 2) y 10,3 ± 2,8 (día 6). Los aislados ST512/KPC-3 

y ST258/KPC-3 presentaron valores medios de biomasas similares (p=0,86), mientras que en el 

aislado ST258/KPC-3 se observaron valores medios de grosor máximo superiores a los del aislado 

ST512/KPC-3 (p=0,07; p≤0,01; p≤0,01; días 1, 2 y 6 respectivamente) (Figuras 29 y 30). 

Respecto a la dinámica de formación de la biopelícula en presencia de povidona yodada, en el 

aislado ST15/OXA-48 se observó un aumento significativo de la cantidad de biomasa de la 

biopelícula en el día 6 respecto a los días 1 y 2 (p≤0,01; ambos), mientras que las diferencias en 

el grosor máximo no fueron significativas en el día 2 respecto al día 1 (p=0,56), ni en el día 6 

respecto al día 1 (p=0,38), ni en el día 6 respecto al día 2 (p=0,39). En el aislado ST512/KPC-3 se 

observó un aumento significativo de la biomasa de la biopelícula en el día 2 respecto al día 1 

(p=0,03), y el en día 6 respecto a los días 1 (p≤0,01) y 2 (p≤0,01). Respecto al grosor máximo de 

la biopelícula, se observó una disminución significativa en los días 2 y 6 respecto del primer día 

(p≤0,01; ambos). En el aislado ST258/KPC-3 se observó un aumento significativo de la cantidad 

de biomasa de la biopelícula en el día 6 respecto a los días 1 y 2 (p≤0,01; ambos). Además, se 

observó una disminución del grosor máximo de la biopelícula en el día 6 respecto a los días 1 y 

2 (p≤0,01; ambos) (Figuras 29 y 30). 

Las imágenes tridimensionales y las secciones transversales de las biopelículas formadas en 

presencia de povidona yodada obtenidas por CLSM mostraron que la biopelícula del aislado 

ST15/OXA-48, a pesar de haber cubierto toda la superficie de la “Flow cell” desde el primer día, 

no crece en altura hasta el segundo día, y que en el día 6, a pesar de formar una estructura 

tridimensional, no cubre toda la superficie. Respecto a las biopelículas de los aislados 

ST512/KPC-3 y ST258/KPC-3 se observaron microcolonias en el día 1 y la biopelícula recubrió 

toda la superficie en los días 2 y 6, pero la monocapa no ganó altura en los días 2 y 6 (Figura 30). 

Respecto al efecto de la povidona yodada en la dinámica de formación de biopelículas se 

observó que en el aislado ST15/OXA-48 expuesto a povidona yodada se produce un aumento 

significativo de la biomasa en el día 6 (p≤0,01), y una disminución significativa del grosor máximo 



 

 

en los días 1 y 2 (p=0,04 y p=0,01; respectivamente) respecto al control sin povidona yodada. En 

el aislado ST512/KPC-3 expuesto a povidona yodada se observó una disminución significativa en 

la cantidad de biomasa en el día 2 (p≤0,01), y una disminución significativa del grosor máximo 

en los días 2 y 6 (p≤0,01; ambos) respecto a lo observado en ausencia de povidona yodada. En 

el aislado ST258/KPC-3 no se observaron diferencias significativas en la cantidad de biomasa en 

presencia o ausencia de povidona yodada en los días 1, 2 y 6 (p=0,53; p=0,53; p=0,69, 

respectivamente), mientras que se observó un aumento significativo en el grosor máximo el 

primer día (p=0,01) y una disminución significativa en el día 6 (p=0,05) en presencia de povidona 

yodada respecto a la biopelícula formada en ausencia de povidona yodada (Figuras 29 y 30). 

Los recuentos de bacterias viables (UFC/ml) en ausencia de povidona yodada fueron 4,5x108 ± 

1,3x108 (aislado ST15/OXA-48), 7,4x107 ± 1,8x107 (aislado ST512/KPC-3) y 3,5x107 ± 1,3x107 

(aislado ST258/KPC-3). En presencia de povidona yodada los recuentos de bacterias viables 

fueron 5,8x108 ± 9,6x107 (aislado ST15/OXA-48), 4,7x107 ± 1,8x107 (aislado ST512/KPC-3) y 

6,3x107 ± 1,9x107 (aislado ST258/KPC-3). Las diferencias observadas entre los aislados 

(ST15/OXA-48, ST512/KPC-3 y ST258/KPC-3) no fueron estadísticamente significativas en 

ausencia (p=0,10) ni en presencia de povidona yodada (p=0,20). 

 



Resultados 

 

147 

 

 
Figura 29. Efecto de la povidona yodada (POV) sobre la cantidad de biomasa (A) y el espesor máximo de 
biopelículas (B) de 3 aislados de Kp-PC pertenecientes a clones epidémicos. Medias y las desviaciones 
estándar (barras de error) de al menos tres experimentos independientes. ▲, diferencia estadísticamente 
significativa entre biopelícula expuesta a povidona yodada expuesta y el control, en cada momento del 
tiempo. *, diferencia estadísticamente significativa respecto al día 1. ▪, diferencia estadísticamente 
significativa respecto al día 2. 
 

0

5

10

15

20

ST15/OXA-48

B
io

m
a
s
a

 (
µ

m
^

3
/µ

m
^

2
)

1        2        6 1        2        6

Tiempo (días)

Control POV

*·

0

20

40

60

ST15/OXA-48

G
ro

s
o

r 
m

á
x

im
o

 (
µ

m
)

Control POV

1        2        6 1        2        6

Tiempo (días)

*·

0

5

10

15

20

ST512/KPC-3

B
io

m
a
s
a

 (
µ

m
^

3
/µ

m
^

2
)

1        2        6 1        2        6

Tiempo (días)

Control POV

*

*· * ·*

0

20

40

60

ST512/KPC-3

G
ro

s
o

r 
m

á
x

im
o

 (
µ

m
)

Control POV

*

*

*
·

1        2        6 1        2        6

Tiempo (días)

0

5

10

15

20

ST258/KPC-3

B
io

m
a
s
a

 (
µ

m
^

3
/µ

m
^

2
)

1        2        6 1        2        6

Tiempo (días)

Control POV

*· *·

0

20

40

60

ST258/KPC-3

G
ro

s
o

r 
m

á
x

im
o

 (
µ

m
)

Control POV

*

1        2        6 1        2        6

Tiempo (días)

*·



Resultados 

 

 

Figura 30. Imágenes tridimensionales y cortes transversales, biomasa (µm3/µm2) y espesor (µm) de biopelículas expuestas o no (control) a povidona yodada. Las biopelículas se 
tiñeron con FilmTracerTM LIVE / DEAD® Biofilm Viability Kit los días 1, 2 y 6 y únicamente se tuvieron en cuenta los datos de bacterias viables. 
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5. Discusión  
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La diseminación de clones epidémicos de Kp-PC está suponiendo un serio problema de salud 

mundial con importantes repercusiones clínicas, terapéuticas y epidemiológicas16,96. El éxito de 

estos clones epidémicos como patógeno nosocomial se ha relacionado con su capacidad para 

adquirir plásmidos que contienen genes de resistencia antimicrobiana, teniendo especial 

relevancia los que codifican carbapenemasas79,96. Además de la adquisición de resistencia a los 

antimicrobianos, pueden existir otros factores que contribuyan en la capacidad de adaptación a 

condiciones ambientales adversas, favoreciendo la capacidad de persistencia y de diseminación 

de estos clones y contribuyendo en mayor o menor grado en su comportamiento epidémico16,96. 

Entre algunos de estos factores destacan la adquisición o desarrollo de SRB o la producción de 

biopelículas. Ambos factores pueden contribuir en el fracaso o la ineficacia de las estrategias de 

limpieza y desinfección y, por tanto, facilitar el establecimiento de reservorios ambientales de 

Kp-PC en el entorno hospitalario22,78,107,109,184,247. 

En este contexto, se ha realizado el presente estudio en aislados representativos de Kp-PC 

pertenecientes a clones epidémicos y clones no epidémicos con el objetivo de analizar i) la 

actividad in vitro de biocidas habitualmente utilizados en el entorno hospitalario y 

sociosanitario, ii) la posible asociación entre SRB y la presencia de genes de bombas de expulsión 

de biocidas, iii) la capacidad de formación de biopelícula y iv) el efecto de concentraciones 

subletales de algunos biocidas sobre la formación de biopelícula. La información obtenida en 

este estudio puede ser útil en el diseño de nuevas estrategias de prevención y control de 

infecciones causadas por Kp-PC que contribuyan a reducir las tasas de resistencia antimicrobiana 

y la diseminación de clones epidémicos de Kp-PC. 

A pesar de que la SRB no está tan bien estudiada como la resistencia a los antibióticos, en los 

últimos años se ha incrementado el número de publicaciones que evidencian que las bacterias 

pueden adquirir o desarrollar mecanismos de tolerancia o SRB130,316,317. Una de las principales 

dificultades o limitaciones que tienen los estudios relacionados con SRB es la ausencia de 

métodos estandarizados, sencillos y reproducibles, lo que dificulta la comparación de resultados 

entre diferentes trabajos y limita la aplicabilidad o utilidad de la determinación de SRB en los 

laboratorios de Microbiología Clínica174. Febler y colaboradores propusieron dos métodos 

estandarizados para estudiar la sensibilidad a biocidas; uno basado en macrodilución y otro en 

microdilución, ambos realizados en caldo TSB doble concentrado, con lectura tras 24h de 

incubación a 37ºC318,319. Los protocolos fueron publicados en Veterinary Microbiology en 2018 y 

2020, respectivamente, pero hasta el momento no se ha generalizado su uso en los laboratorios 

clínicos318,319. Uno de los métodos más sencillos y utilizados para el estudio de sensibilidad a 



 

 

biocidas es la determinación de la CMI. La utilidad de este método genera cierta controversia ya 

que los biocidas generalmente se utilizan a concentraciones muy superiores a las analizadas por 

esta técnica, pero pueden ser útiles como indicador de presencia de mecanismos de SRB316. Una 

limitación evidente del uso de los valores de CMI para definir y diferenciar cepas sensibles de 

cepas resistentes o tolerantes a biocidas es la ausencia de comités que establezcan puntos de 

corte de CMI para estos compuestos, aunque sí se han propuesto puntos de corte 

epidemiológicos (ECOFF) para algunos biocidas que podrían tener cierta utilidad en la detección 

de SRB175. En el caso de K. pneumoniae, los puntos de corte ECOFF (mg/l) propuestos por 

Morrissey y colaboradores basados en la distribución de las CMI de 50 aislados de K. pneumoniae 

son de 2 mg/l para triclosán, 64 mg/l para digluconato de clorhexidina, 32 mg/l para cloruro de 

benzalconio y 8,2 g/l de clorina activa para hipoclorito sódico, determinados por microdilución 

en caldo siguiendo la metodología CLSI175. El número de aislados utilizados y la ausencia de 

caracterización de los mismos podría limitar la utilidad de estos valores para detectar aislados 

con SRB. Aun así, aplicando los puntos de corte epidemiológicos a los valores de CMI obtenidos 

en este trabajo a 37ºC en MHB, todos los aislados de Kp-PC analizados serían sensibles a estos 

biocidas. Otro aspecto a tener en cuenta es que en la mayoría de los estudios en los que se 

analiza la actividad in vitro de biocidas, la determinación de la CMI suele realizarse en caldo 

nutritivo a 37ºC. Estas condiciones experimentales no representan las situaciones reales en las 

que los biocidas se utilizan, por lo que no permiten analizar el efecto que las diferentes 

condiciones ambientales puedan tener sobre la actividad de los biocidas y pueden subestimar 

la presencia de mecanismos de SRB235,320. A pesar de las limitaciones descritas, la determinación 

de la CMI de los biocidas en el presente estudio ha sido muy útil para determinar cuáles son los 

biocidas con mayor actividad in vitro frente a Kp-PC (triclosán, digluconato de clorhexidina, 

cloruro de benzalconio y etanol), determinar si existen diferencias significativas entre los 

aislados de Kp-PC en función del tipo de clon (epidémico vs no epidémico) y el tipo 

carbapenemasa y, por otro lado, si la temperatura y el medio de cultivo afectan los valores de 

CMI obtenidos. Es importante destacar que no se observaron diferencias en la actividad in vitro 

de los biocidas estudiados entre los aislados de clones epidémicos y los aislados de clones no 

epidémicos, lo que descartaría que los aislados de clones epidémicos de Kp-PC estudiados sean 

más tolerantes a biocidas que los no epidémicos. No obstante, estos resultados deben 

interpretarse con cautela debido al tamaño muestral de este estudio, por lo que se requieren 

nuevos estudios con mayor número de aislados. Del mismo modo, los resultados obtenidos no 

permiten establecer una relación entre la SRB (valores de CMI) y la producción de ciertas 

carbapenemasas, con la única excepción de los aislados productores de VIM-1, que al ser 

analizados en MHB fueron más resistentes a cloruro de benzalconio que los aislados productores 
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de otro tipo de carbapenemasa. Esto podría deberse a una posible co-movilización del gen que 

codifica esta carbapenemasa (blaVIM-1) junto con genes que codifican bombas que expulsan 

cloruro de benzalconio, como qacEΔ1. Esta hipótesis se desarrolla de forma más extensa en el 

apartado de la discusión que analiza la asociación de las bombas de expulsión con la SRB. 

En relación con las tasas de crecimiento y los tiempos de generación, se ha observado que a 

25ºC los aislados de clones epidémicos tienen una tasa de crecimiento inferior y un tiempo de 

generación mayor que los aislados de clones no epidémicos. La razón por la cual los clones 

epidémicos pueden tener un fitness inferior a los no epidémicos son desconocidos, aunque 

puede deberse al coste asociado a la adquisición de determinantes de patogenicidad, 

supervivencia y resistencia característicos de este tipo de clones321–323. En un estudio realizado 

por Benenson y colaboradores, en el cual se realizaron ensayos de competición entre dos 

aislados de K. pneumoniae portadores del mismo plásmido codificante de blaKPC-3 o muy similar, 

se observó que el aislado perteneciente a un clon no epidémico (ST321) presentaba un fitness 

superior al del aislado del clon epidémico ST512323. En ese estudio también se observó que el 

aislado del clon epidémico presentaba un mayor número de determinantes de resistencia y un 

plásmido adicional respecto al no epidémico323. Del mismo modo, el estudio del resistoma de 

los 17 aislados de Kp-PC estudiados en nuestro trabajo pone de manifiesto que los clones 

epidémicos presentan un mayor número de determinantes de resistencia que los no 

epidémicos. Además, los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren que el coste 

asociado a la adquisición de estos determinantes de resistencia podría tener mayor impacto en 

condiciones adversas, cómo por ejemplo una temperatura de crecimiento inferior a la óptima. 

Respecto al efecto de la temperatura y de los medios de cultivo en la actividad de los biocidas, 

los resultados obtenidos en este trabajo muestran el impacto de estos factores sobre los valores 

de CMI, y evidencian la necesidad de estandarización de un método que pueda ser utilizado de 

rutina en los centros sanitarios para la detección de aislados potencialmente tolerantes a los 

biocidas utilizados en estos centros. Los resultados obtenidos indican que la temperatura de 

incubación puede tener un discreto efecto sobre los valores de CMI obtenidos. Se observó que 

las medias de los valores de CMI de algunos biocidas fueron algo mayores a 37ºC que a 25ºC. 

No obstante, estas diferencias fueron discretas y únicamente se observaron diferencias 

superiores a 1 dilución en un porcentaje elevado de los aislados (47%) con digluconato de 

clorhexidina analizado en MHB. El efecto de la temperatura en los valores de CMI de los biocidas 

podría deberse a la combinación de diversos factores como diferencias en la capacidad de 

crecimiento del microrganismo en función de la temperatura o a diferencias en la estabilidad 



 

 

térmica del producto324. Por un lado, la obtención de unos valores de CMI algo superiores a 37ºC 

respecto a 25ºC, podría ser debido a que los aislados estudiados tengan una capacidad de 

crecimiento superior a 37ºC que a 25ºC. Diversos estudios, publicados en su mayoría en los años 

80 y 90, analizaron el impacto de la temperatura en la tasa de crecimiento de K. pneumoniae, 

siendo refutados en publicaciones más recientes. Estos trabajos demostraron que K. 

pneumoniae es capaz de crecer en un rango amplio de temperaturas (17-46ºC) y, a pesar de que 

presentan cierta variabilidad a la hora de definir una temperatura óptima de crecimiento (33,8-

37ºC), esta es más próxima a 37ºC que a 25ºC325–329. A pesar de ello, los resultados obtenidos en 

las curvas de crecimiento indican que el efecto de la temperatura en la capacidad de crecimiento 

de los aislados de Kp-PC estudiados en nuestro trabajo fue discreto y dependiente del medio de 

cultivo. Por otra parte, la temperatura podría afectar a la estabilidad del biocida siendo menor 

a 37ºC que a 25ºC. En el caso de los antimicrobianos, Lallemand y colaboradores estudiaron esta 

posibilidad y observaron una disminución de la concentración in vitro de ciertos antimicrobianos 

(p. ej. doxicilina, claritromicina, amoxicilina, cefotaxima, eritromicina, ciprofloxacino) tras 24 

horas de incubación en MHB a 37ºC330. A pesar de ello, las diferencias observadas en los valores 

de CMI obtenidas en un aislado de E. coli y uno de S. aureus utilizando el método estándar o 

manteniendo constante la concentración de los antimicrobianos mediante adición de los 

mismos durante el periodo de incubación, no fueron superiores a 1 dilución de diferencia330. 

Lallemand y colaboradores concluyeron que el reducido impacto de la degradación de los 

antimicrobianos en los valores de CMI puede deberse a que la tasa de generación de estas dos 

especies bacterianas es rápida (25 y 29 minutos respectivamente) en relación con la velocidad 

de degradación del antimicrobiano330. En el caso de los biocidas, parece poco probable que las 

diferencias observadas puedan deberse a una disminución de actividad durante la incubación a 

37ºC respecto a 25ºC, puesto que se han sometido a múltiples estudios para su aprobación, 

incluyendo los que comprueban su estabilidad en diferentes condiciones. Los resultados 

obtenidos en este trabajo sugieren que la variación de temperatura analizada no tiene un efecto 

importante sobre la actividad de los biocidas estudiados. Aun así, no puede descartarse que la 

exposición de los biocidas a temperaturas diferentes de las analizadas pueda tener impacto, lo 

que debería ser tenido en cuenta en el diseño de estrategias de limpieza y desinfección en el 

entorno hospitalario y sociosanitario. 

A diferencia de lo observado con la temperatura, el medio de cultivo utilizado tuvo un gran 

impacto sobre los valores de CMI, siendo mayores los obtenidos en MHB que los determinados 

en M9 para todos los biocidas analizados, a excepción de triclosán. En el caso de los 

antimicrobianos, el impacto del medio de cultivo fue descrito en los años 70, en diversas técnicas 
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de estudio de sensibilidad, como la microdilución y la difusión en disco, llevó a la estandarización 

de las mismas y se asoció a diferencias en la composición de los medios331,332. En el caso de los 

biocidas, la reducción de la eficacia en MHB puede deberse a una mayor presencia de materia 

orgánica en este medio respecto al medio mínimo M9 o a una mayor capacidad de crecimiento 

de Kp-PC en MHB. El medio MHB contiene caldo de carne, hidrolizado de caseína y almidón, 

mientras que el medio mínimo M9 está compuesto principalmente por sales y glucosa al 20%. 

La reducción en la eficacia de los biocidas en presencia de materia orgánica ha sido ampliamente 

descrita, y puede deberse a que a que la materia orgánica actúe como barrera física frente al 

biocida o a que su interacción química con el biocida genere complejos menos activos97,228,333,334. 

Un ejemplo de ello se encuentra en el estudio de Kawamura-Sato y colaboradores en el que se 

observó la reducción en la actividad in vitro de cuatro biocidas, incluyendo digluconato de 

clorhexidina y cloruro de benzalconio, frente a aislados de A. baumannii en presencia de materia 

orgánica334. Por el contrario, se ha descrito que los compuestos fenólicos como triclosán 

mantienen su actividad en presencia de substancias orgánicas, lo que iría en consonancia con el 

hecho de no observar diferencias en los valores de CMI determinados en MHB y en M9 para este 

biocida114. Respecto a la capacidad de crecimiento, los resultados de las curvas de crecimiento 

indican que los aislados de Kp-PC estudiados generan poblaciones de mayor tamaño en medio 

MHB, aunque requieren más tiempo para alcanzar la fase estacionaria, mientras que en medio 

M9 la población máxima está más limitada, pero se alcanza en menor tiempo. Esto podría ser 

debido a que, a pesar de que el medio M9 contiene menor cantidad de nutrientes que el medio 

MHB, su fuente de carbono (la glucosa) presenta mayor disponibilidad, permitiendo un rápido 

crecimiento inicial que se vería ralentizado tras el consumo de la glucosa por la limitación de 

nutrientes en el medio. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la actividad de los 

biocidas analizados, a excepción de triclosán, puede verse reducida en ambientes que 

contengan residuos orgánicos, por lo que una correcta limpieza previa a su uso es esencial para 

mantener su eficacia. 

Los resultados de CMI para triclosán obtenidos en este trabajo muestran que es el biocida en el 

que se observa menor variación en los valores de CMI determinados a diferentes temperaturas 

o medios de cultivo. Esto podría estar relacionado con la elevada estabilidad de este compuesto, 

como demuestra su detección en el medio ambiente y bioacumulación en animales y el ser 

humano (p. ej. muestras de orina)130,177,335. Triclosán es liberado al medio ambiente 

principalmente desde el ámbito doméstico debido a una eliminación incompleta en el 

tratamiento de aguas residuales335. Se ha detectado a diferentes concentraciones en agua 

potable (p. ej. 2,54 nM en estados Unidos; 0,356 nM en Taiwán), agua de río (p. ej. 18,9 nM en 



 

 

India; 0,770 nM en España; 0,107 nM en Japón), organismos acuáticos (p. ej. peces, mejillones) 

o muestras de suelo (p. ej. 331,6–552,6 nM/kg en Estados Unidos)335. Respecto al ser humano, 

en un estudio realizado en EEUU en 2003-2004 se detectó triclosán en la orina del 75% de los 

sujetos estudiados (población civil no institucionalizada), aunque las concentraciones 

detectadas fueron muy variables (2,4–3.790 µg/l)336. Además, en un trabajo realizado en 

personal sanitario, se relacionó el uso de jabones antibacterianos que contenían triclosán con 

concentraciones más altas de este biocida en orina y concluyeron que su uso puede suponer 

una exposición laboral a este biocida potencialmente relevante337. La evidencia acumulada 

sobre triclosán ha provocado una tendencia creciente en la reducción de su uso ya que se 

desconoce si esta exposición puede suponer riesgos para la salud, favorecer el desarrollo de 

tolerancia al biocida y/o generar resistencia cruzada a antimicrobianos114,177. Como se comentó 

en el apartado de introducción, en 2019 la FDA clasificó a triclosán como compuesto no 

admisible en productos desinfectantes de manos de uso doméstico, y en la Unión Europea desde 

2010 es necesario demostrar que su adición al producto supone un beneficio para la salud para 

que pueda ser aprobado169,170,338. 

Uno de los principales mecanismos de SRB, ya sea innata como adquirida, son las bombas de 

expulsión 114. En este trabajo se estudió la presencia de genes que codifican bombas de expulsión 

y no se observó asociación con el tipo de clon (epidémico o no epidémico) ni con los valores de 

CMI de los biocidas que pueden ser sustrato de estas bombas de expulsión. Existe cierta 

controversia en la literatura sobre la relación entre la presencia de genes que codifican bombas 

de expulsión y la SRB. Por un lado, en algunos estudios, como en el realizado por Vijayakumar y 

colaboradores, no se observó asociación entre la presencia de los genes cepA, qacA o qacE y la 

sensibilidad reducida a cloruro de benzalconio, cetrimida y digluconato de clorhexidina en 

aislados de K. pneumoniae, P. aeruginosa y A. baumannii197. En un estudio publicado por 

Azadpour y colaboradores tampoco se encontró relación entre la presencia de los genes qacEΔ1 

y cepA y la sensibilidad reducida a compuestos de amonio cuaternario (cloruro de didecil dimetil 

amonio) en 85 asilados clínicos de K. pneumoniae197,339. Por otro lado, en otros trabajos, como 

el realizado por Abuzaid y colaboradores en aislados clínicos de K. pneumoniae, se observó una 

estrecha asociación entre la actividad de bombas de expulsión y la presencia del gen cepA, y la 

sensibilidad reducida a clorhexidina y productos que lo contienen (Medihex-4)198. Por el 

contrario, en ese mismo trabajo no se observó asociación entre la actividad de bombas de 

expulsión y la sensibilidad reducida a cloruro de benzalconio, clorhidrato de biguanida 

polimérico (Trigene) y productos que contienen triclosán como principio activo (Mediscrub)198. 

Las diferencias observadas en estos trabajos pueden deberse a diferencias metodológicas, 
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diferencias intrínsecas de los aislados analizados o a la combinación en el mismo aislado de 

diversos mecanismos relacionados con SRB, como la actividad conjunta de varias bombas de 

expulsión o el incremento en la expresión de los genes que codifican bombas de expulsión, 

haciendo que la presencia única de uno de estos genes no sea suficiente para producir un 

incremento significativo en la CMI de los biocidas. 

La mayoría de los genes de bombas de expulsión analizados en este trabajo fueron detectados 

en todos los aislados (cepA, acrAB, kpnEF y oqxAB) o en ninguno de los aislados (qacA y qacE). 

Esto sugiere que la presencia o ausencia de estos genes no se relaciona con el tipo de clon ni 

con los valores de CMI de los biocidas analizados, aunque no puede descartarse que las 

variaciones en la CMI puedan deberse a diferencias en el nivel de expresión de algunas o varias 

de estas bombas. La detección de los genes acrAB, kpnEF, cepA y oqxAB en todos los aislados 

estudiados está en línea con resultados obtenidos en trabajos previos realizados en Kp-PC y K. 

pneumoniae no productor de carbapenemasa204,216,340–344. La elevada conservación de las 

secuencias de estos genes en los aislados analizados en este estudio (100-97,4%) puede deberse 

a que las bombas de expulsión son elementos filogenéticamente antiguos con múltiples e 

importantes funciones en la fisiología bacteriana (p. ej. resistencia antimicrobiana, 

comunicación entre bacterias mediante quorum sensing y virulencia)345. En el caso de la bomba 

AcrAB, se ha demostrado que tiene un papel significante en la tolerancia y adaptación a las sales 

biliares en Enterobacterales como E. coli y S. enterica, lo que podría contribuir a su supervivencia 

en el tracto gastrointestinal346,347. La bomba de expulsión KpnEF parece estar implicada en la 

motilidad bacteriana y en la síntesis de la cápsula de K. pneumoniae, estando posiblemente 

implicada en el transporte de los polisacáridos necesarios para su formación y, por tanto, podría 

tener un papel relevante en la virulencia de esta especie bacteriana200. Además, esta bomba 

también está involucrada en la respuesta al estrés osmótico o a las sales biliares en K. 

pneumoniae, facilitando su supervivencia en el tracto digestivo superior200. Por otor lado, la 

hipótesis de que las bombas de expulsión CepA y OqxAB pueden suponer una ventaja para las 

bacterias que las expresan, estaría respaldada por la elevada prevalencia de los genes que las 

codifican. El gen cepA está ampliamente distribuido en K. pneumoniae (87-100% de los aislados 

en función del estudio), y se han identificado proteínas homólogas a CepA (83-85% de 

homología) en múltiples especies de Enterobacterales (p. ej. Shigella flexneri, E. coli o Salmonella 

spp.)197,198,348. Finalmente, oqxAB se ha convertido en un determinante de resistencia a 

quinolonas mediado por plásmidos muy prevalente en Enterobacterales que se sospecha que 

fue adquirido por plásmidos del cromosoma de K. pneumoniae349. Wong y colaboradores 



 

 

estudiaron una colección de más de 90 aislados de K. pneumoniae, algunos de ellos aislados 

hace más de 30 años, y el operón oqxAB fue detectado en todos ellos349. 

Por otro lado, los genes smvA y smvR se detectaron en casi todos los aislados estudiados, lo que 

sugiere que esta bomba de expulsión también está altamente conservada en Kp-PC. La alta 

prevalencia observada en nuestro estudio está en la línea con lo observado por Slipski y 

colaboradores, los cuales detectaron smvA en más del 75% de las secuencias de K. pneumoniae 

subsp. pneumoniae depositadas en la base de datos de nucleótidos de NCBI, utilizando 

tBLASTn350. Entre las funciones de esta bomba se ha descrito su implicación en la sensibilidad 

reducida a clorhexidina en otras especies de Enterobacterales (p. ej. Enterobacter spp. and S. 

entérica serovar Typhimurium)202,351. 

La prevalencia de los genes de resistencia a QAC en K. pneumoniae es variable, según indican 

diversos estudios180,197,198,216,352. En nuestro trabajo no se detectaron los genes qacA y qacE en 

ninguno de los aislados analizados. La ausencia de qacA está en consonancia con lo descrito por 

Chen y colaboradores en cuyo trabajo no se detectó el gen qacA/B en ninguno de los aislados 

de K. pneumoniae o de E. coli productores de carbapenemasa analizados352. Por el contrario, los 

resultados de nuestro estudio se contraponen a los obtenidos por otros autores que describen 

prevalencias del 41 al 44% en aislados clínicos de K. pneumoniae197,216. Las diferencias 

observadas entre estos trabajos podrían deberse a diferencias metodológicas o a sesgos de 

selección entre las colecciones de aislados estudiadas, lo que sugiere que la presencia o ausencia 

del gen qacA pueda ser dependiente del aislado. Por otro lado, la ausencia del gen qacE en los 

aislados estudiados en nuestro trabajo concuerda con la baja prevalencia descrita previamente 

en aislados de K. pneumoniae por diversos autores (1/64 en el trabajo de Abuzaid y 

colaboradores y 1/9 en el de Vijayakumar y colaboradores) o la ausencia de este gen descrita 

por Wand y colaboradores, tanto en aislados de K. pneumoniae de la era previa al 

descubrimiento de los antibióticos como en aislados más modernos, lo que sugiere que la 

adquisición de qacE no supone una ventaja evolutiva para este microorganismo180,197,198. El gen 

qacEΔ1 solo se detectó en el 47% de los aislados , en línea con los resultados obtenidos por Guo 

y colaboradores que detectaron este gen en el 59% de los aislados de K. pneumoniae resistente 

a carbapenémicos216. Aunque en ninguno de los 17 aislados de Kp-PC analizados en nuestro 

estudiose observó asociación entre la presencia del gen qacEΔ1 y los valores de CMI de los 

biocidas que esta bomba puede expulsar (digluconato de clorhexidina y cloruro de benzalconio), 

es importante resaltar que la presencia del gen qacEΔ1 se asoció con la del gen blaVIM-1. Esto 

podría explicarse por la posible co-movilización de estos dos determinantes genéticos de 
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resistencia en un mismo EGM, probablemente en integrones de clase I. La presencia conjunta 

de qacEΔ1 y blaVIM-1 en integrones de clase I se ha descrito en asilados de Enterobacterales 

procedentes de hospitales españoles en 2009, incluyendo K. pneumonaie353. Estos integrones 

típicamente contienen los genes qacEΔ1 y sul1 en el segmento 3’ y son capaces de integrar 

casetes de genes de resistencia en su región variable, siendo frecuentes los genes de 

carbapenemasas de tipo IMP y VIM353–355. Los resultados obtenidos en este trabajo apuntan a 

que estos determinantes genéticos de resistencia pueden haber sido adquiridos por los aislados 

de Kp-PC de forma conjunta, y sugieren que la presión selectiva ejercida por cloruro de 

benzalconio, biocida expulsado por la bomba qacEΔ1, podría tener cierto papel en la co-

selección de resistencia a carbapenémicos mediada por carbapenemasas de tipo IMP y VIM. 

El análisis de las secuencias de los genomas de los aislados de Kp-PC permitió determinar que la 

identidad de las secuencias de los genes que codifican las bombas de expulsión analizadas está 

bastante conservada, a excepción del aislado ST899/OXA-48. Este aislado es filogenéticamente 

el más lejano de la colección y, tras el análisis de la secuencia, fue reclasificado como K. 

quasipneumoniae. El análisis de las secuencias obtenidas también nos permitió detectar una 

inserción de 21 nucleótidos en la secuencia del gen kpnF del aislado ST101/KPC-2. En la base de 

datos de secuencias de referencia de NCBI (RefSeq) hay 22 entradas del gen kpnF que presentan 

la misma inserción, además de la obtenida en nuestro estudio. De estos 22 aislados, se conoce 

el secuenciotipo en 19 aislados y 15 pertenecen al ST101356. 

Otro mecanismo que podría tener un papel relevante en la persistencia y diseminación de clones 

epidémicos de Kp-PC es la formación de biopelícula. La biopelícula bacteriana constituye un 

mecanismo de defensa muy efectivo frente a sustancias y compuestos tóxicos, como los 

antimicrobianos y los biocidas, favoreciendo la diseminación y persistencia bacteriana durante 

períodos prolongados en ambientes adversos, como por ejemplo el medio hospitalario. La 

producción de biopelícula dificulta la eliminación de bacterias nosocomiales que la producen del 

entorno, reduciendo la eficacia de los procesos de limpieza habituales, y facilitando el 

establecimiento de reservorios ambientales de bacterias resistentes96,357,358. 

En este trabajo se utilizaron cuatro aproximaciones diferentes para el estudio de las biopelículas 

formadas por Kp-PC: (i) capacidad de formación de biopelícula tras 18-24 horas de formación 

mediante tinción con cristal violeta, (ii) recuento de células viables durante el proceso de 

formación de la biopelícula, (iii) análisis de la dinámica de formación de biopelículas mediante 

microscopía láser confocal (CLSM), y (iv) detección del operón mrkABCDF y expresión relativa 

del gen mrkA. Además, se analizó el efecto de diferentes condiciones de temperatura y/o 



 

 

humedad en la capacidad de formación de biopelículas y en la viabilidad de las mismas, debido 

a que la capacidad de formación de las biopelículas puede verse afectada por factores o 

condiciones ambientales359,360. Los estudios de biopelículas se realizaron en 2 medios pobres o 

con una mínima cantidad de nutrientes, como el medio M9 (formación y viabilidad de 

biopelículas) y el FAB (dinámica de formación de biopelículas) con la finalidad de tener unas 

condiciones experimentales similares a algunas condiciones del entorno hospitalario, como las 

que pueden darse por ejemplo sobre las superficies del entorno del paciente o de diversos 

aparatos y dispositivos médicos. 

Los resultados de los estudios de biopelículas obtenidos en las tres primeras aproximaciones con 

los 4 aislados representativos de clones epidémicos (ST15/OXA-48, ST258/KPC-3, ST512/KPC-3 

y ST11/OXA-48) mostraron que ST15/OXA-48 es el aislado con la mejor capacidad de formación 

de biopelícula, los mayores recuentos de bacterias viables durante los primeros días de 

formación de biopelícula, y en el que se observó una mayor cantidad de biomasa y grosor 

máximo mediante CLSM. Los aislados productores de KPC-3 presentaron una capacidad de 

formación de biopelícula, viabilidad y cantidad de biomasa y grosor medio similares entre ellos 

e inferiores a ST15/OXA-48. El aislado ST11/OXA-48 fue el que presentó una menor capacidad 

de formación de biopelícula y viabilidad en la misma, y se caracterizó por no ser capaz de formar 

biopelícula en el sistema “Flow cell” para CLSM. 

Los resultados obtenidos en este trabajo mediante tinción con cristal violeta sugieren que la 

capacidad de formación de biopelícula tras 18-24h en los 17 aislados de Kp-PC es muy variable, 

destacando las diferencias observadas entre aislados pertenecientes al mismo secuenciotipo 

(ST11 y ST15). Estas diferencias fueron más llamativas entre los aislados pertenecientes al clon 

ST11, dado que hubo 2 aislados no formadores de biopelícula en ninguna de las condiciones 

estudiadas (ST11/OXA-48 y ST11/VIM-1), y un aislado con una gran capacidad de formación de 

biopelícula (ST11/OXA-245). A pesar de que la relación entre la capacidad de formación de 

biopelícula con ciertos secuenciotipos no se ha estudiado con mucho detalle en K. pneumoniae, 

nuestros resultados están en línea con los obtenidos por otros autores que, utilizando la misma 

metodología, observaron una capacidad de formación de biopelícula variable entre diferentes 

aislados pertenecientes a los clones ST11 y ST15361,362. 

Por otra parte, en la literatura hay pocas publicaciones que analicen la relación entre el 

comportamiento epidémico o no epidémico del clon y la capacidad de formación de biopelícula 

en K. pneumoniae, y generalmente sugieren que los aislados de clones epidémicos presentan 

una menor capacidad de formación de biopelícula que los aislados de clones no 
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epidémicos82,361,363. Naparstek y colaboradores, describieron que la capacidad de formación de 

biopelículas en aislados de K. pneumoniae productor de carbapenemasas del grupo KPC 

pertenecientes al clon epidémico ST258 fue significativamente inferior que la de aislados de 

clones no epidémicos (p. ej. ST327, ST376, ST277, ST340)363. Del mismo modo, en un trabajo 

realizado por Bruchmann y colaboradores se observó que los aislados que presentaron mayor 

capacidad de formación de biopelícula generalmente pertenecían a clones no epidémicos (p.ej. 

ST38, ST134). Estos autores describieron la baja capacidad de formación de biopelícula como 

una característica común entre los aislados pertenecientes al clon ST258, asociado a un perfil de 

expresión génica característico, lo que podría suponer una ventaja en el establecimiento y 

mantenimiento de la infección en el huésped humano361. Por el contrario, los aislados 

pertenecientes a otros clones epidémicos presentaron una capacidad de formación de 

biopelícula elevada (p. ej. ST405 y ST147) o variable entre aislados del mismo secuenciotipo (p. 

ej. ST512, ST101 y ST15)361. Al igual que lo observado en estos dos trabajos, nuestros resultados 

muestran que la capacidad de formación de biopelícula del aislado perteneciente al clon ST258 

es escasa o nula, en función de las condiciones de humedad y temperatura361,363. Los aislados 

pertenecientes a clones epidémicos de nuestro estudio que presentan mayor capacidad de 

formación de biopelícula pertenecen a clones en los que en estos trabajos previos se ha 

observado mayor variabilidad (p. ej. ST101) o mayor capacidad de formación de biopelícula (p. 

ej. ST405, ST147)361. Por el contrario, en nuestro trabajo el aislado perteneciente al clon ST512 

presentó una capacidad de formación de biopelícula escasa o nula en función de las condiciones, 

mientras que en trabajos previos esta capacidad fue más variable361. Todo esto sugiere que la 

capacidad de formación de biopelícula depende del aislado, aunque en algunos clones como 

ST258 pueda suponer un rasgo característico. 

Los resultados obtenidos mediante recuento de bacterias viables muestran que, en mayor o 

menor medida, fue posible la recuperación de bacterias viables de las biopelículas formadas por 

los aislados de Kp-PC de clones epidémicos tras 1 o 2 meses, dependiendo de la temperatura de 

incubación. Esto parece indicar que los aislados de estos clones son capaces de mantenerse 

viables en biopelículas durante largos periodos de tiempo, lo que les permitiría persistir y 

diseminarse en el entorno hospitalario. La elevada capacidad de supervivencia a lo largo del 

tiempo de las biopelículas formadas por ST512/KPC-2 a ambas temperaturas podría explicar por 

qué este clon es uno de los más exitosos a nivel mundial, detectándose incluso en reservorios 

ambientales relacionados con brotes nosocomiales37,364,365. Las biopelículas formadas por 

ST258/KPC-3 y ST15/OXA-48 también se mantuvieron viables durante todo el periodo de tiempo 

estudiado a ambas temperaturas, lo que pone de manifiesto su potencial capacidad para formar 



 

 

reservorios ambientales en el entorno hospitalario 16,17,364,366. La viabilidad de aislado ST11/OXA-

48 fue algo inferior que la del resto de aislados pertenecientes a los clones epidémicos 

estudiados, aunque fue posible la recuperación de bacterias viables durante el primer mes de 

incubación de la biopelícula a 37ºC y hasta los 2 meses a 25ºC. Liu y colaboradores también 

observaron que aislados pertenecientes al clon ST11 son capaces de permanecer viables largos 

periodos de tiempo (entre 14 y 29 días), superiores a la del resto de aislados analizados (ST1, 

ST15, ST37 y ST45), aunque no presentaron una mayor capacidad de formación de biopelícula, 

determinada mediante tinción con cristal violeta367. A diferencia de los observado en nuestro 

trabajo, estos autores observaron que los aislados estudiados pertenecientes al clon ST11 

permanecieron viables durante más tiempo que un aislado del clon ST15 analizado (diferencia 

de 9 días)367. Algunas publicaciones sugieren que el éxito del clon ST11 podría deberse a su 

amplia diversidad genética, asociada con la existencia de diferentes sublinajes filogenéticos con 

múltiples mecanismos de resistencia antimicrobiana y de virulencia diferentes, lo que podría 

explicar las diferencias observadas entre estos trabajos368,369. 

En este trabajo también se ha evaluado el efecto de la temperatura en la formación y 

supervivencia de la biopelícula y de la humedad en la formación de biopelículas. En cuanto al 

efecto de la temperatura en la formación de las biopelículas, los resultados obtenidos en este 

trabajo usando la técnica del cristal violeta muestran que la capacidad de formación de 

biopelícula tras 24 horas de incubación es superior a 37ºC que a 25ºC. Esto podría deberse a 

que, tal y como se observó en las curvas de crecimiento realizadas en M9 (medio en el que se 

formaron las biopelículas), los aislados de Kp-PC presentaron mayor capacidad de crecimiento a 

37ºC que a 25ºC. Este efecto de la temperatura en la determinación de la formación de 

biopelículas mediante tinción con cristal violeta se ha estudiado poco en aislados de K. 

pneumoniae y los resultados publicados son discordantes359,360. En línea con los resultados 

obtenidos en nuestro trabajo, Nicolau Korres y colaboradores observaron que el incremento de 

temperatura (de 35 a 40ºC) favorecía la formación de biopelícula en los dos aislados de K. 

pneumoniae analizados360. Por el contrario, Hoštacká y colaboradores observaron que el 

incremento de temperatura (de 30 a 37ºC) favorecía la capacidad de formación de biopelículas 

en 3 de los 5 aislados de K. pneumoniae analizados mientras que en los otros dos la capacidad 

de formación de biopelículas se vio reducida359. En ambos trabajos se observan múltiples 

diferencias metodológicas que dificultan la comparación de los resultados con los obtenidos en 

nuestro estudio, como las temperaturas analizadas y el medio de cultivo (TSB) utilizado. Además, 

las diferencias observadas en estos trabajos no siempre fueron significativas y el número de 

aislados estudiados fue reducido y no estaban caracterizados a nivel de secuenciotipo359,360. 
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Respecto al efecto de la temperatura en función del tipo de clon (epidémico o no epidémico), 

se observó que la capacidad de formación de biopelícula a 37ºC fue similar entre ambos tipos 

de clones, como se ha observado en estudios previos, comentados anteriormente y realizados 

únicamente a esta temperatura361,363. Por el contrario, en nuestro trabajo se observó que a 25ºC 

los aislados pertenecientes a clones epidémicos presentaron una mayor capacidad de formación 

de biopelícula que los pertenecientes a clones no epidémicos, lo que sugiere que esta capacidad 

podría representar una ventaja competitiva de los aislados pertenecientes a clones epidémicos, 

especialmente en entornos nosocomiales adversos (p. ej. sifones de desagües y superficies). Este 

trabajo sería el primero en sugerir que los aislados pertenecientes a clones epidémicos de Kp-

PC tienen una capacidad superior a los no epidémicos para formar biopelículas a temperatura 

ambiente. Además, los resultados obtenidos sobre el efecto de la temperatura sobre la 

viabilidad de las biopelículas de 4 aislados pertenecientes a clones epidémicos muestran que la 

supervivencia es relativamente estable a 25ºC durante los dos meses de estudio, mientras que 

a 37ºC se reduce a partir del día 14 o 21, dependiendo del aislado. Estos resultados sugieren que 

a una temperatura próxima a la presente en el huésped humano (37ºC), los clones epidémicos 

y no epidémicos presentan una capacidad de formación de biopelículas similar. En cambio, a 

una temperatura que representa a la de las superficies del entorno hospitalario (25ºC), los 

asilados pertenecientes a clones epidémicos podrían presentar una mayor capacidad para 

formar biopelícula, así como una mayor supervivencia, lo que puede representar una ventaja 

para estos clones para competir en el entorno hospitalario y formar reservorios ambientales. La 

formación de biopelícula es un mecanismo que está altamente regulado por complejos 

mecanismos que implican a reguladores transcripcionales (p. ej. RpoS, H-NS, OmpR, Crl, MlrA, 

CpxR), el mensajero secundario c-di-GMP y diferentes estímulos ambientales (p. ej. 

temperatura, presencia o ausencia de nutrientes, pH, presencia de antimicrobianos y biocidas) 

370–375. La mayor capacidad de formación de biopelícula a 25ºC y el incremento en la 

supervivencia en las biopelículas formadas a 25ºC respecto 37ºC observada en los aislados 

pertenecientes a clones epidémicos en nuestro estudio podría estar mediado por mecanismos 

de regulación dependientes de RpoS (descrito en E. coli) y H-NS, los cuales se ha descrito que 

son sensibles a los cambios de temperatura en E. coli y K. pneumoniae, respectivamente372,373,376. 

En relación con el efecto de la humedad en la formación de biopelícula, los resultados obtenidos 

mediante tinción con cristal violeta en este trabajo indican que la humedad no afecta la 

capacidad de formación de biopelículas a las 18-24 horas. Esto puede deberse a que el medio 

de cultivo M9 disponible en cada uno de los pocillos durante el periodo de incubación supuso 

un aporte de humedad suficiente para la formación de biopelículas. En este trabajo no se ha 



 

 

evaluado el papel de la humedad en la formación y supervivencia de biopelículas de Kp-PC a 

largo plazo, aunque los resultados obtenidos por otros autores sugieren que K. pneumoniae es 

capaz de formar biopelículas sobre superficies abióticas secas, favoreciendo la formación de 

reservorios ambientales en el entorno sanitario, lo que debería tenerse en cuenta en las 

estrategias de control de infección. Ejemplo de ello es el trabajo de Costa y colaboradores, 

quienes observaron la existencia de biopelículas sobre superficies secas con alta frecuencia de 

contacto en unidades de cuidados intensivos en las que detectaron microorganismos del grupo 

ESKAPE, incluyendo K. pneumoniae, mediante cultivo, secuenciación masiva y microscopía 

(CLSM y SEM)358.  

Los resultados de los estudios de dinámica de formación de biopelícula de los 4 aislados 

pertenecientes a clones epidémicos (ST512/KPC-3, ST258/KPC-3, ST15/OXA-48 y ST11/OXA-48) 

muestran que el aislado ST15/OXA-48 fue el que presentó mayor cantidad de biomasa y grosor 

máximo, seguido de los aislados productores de KPC-3, que presentaron una cantidad de 

biomasa y grosor medio similares entre ellos. Por el contrario, el aislado ST11/OXA-48 no fue 

capaz de formar biopelícula en este modelo. Estos resultados estarían en consonancia con 

algunos estudios previamente mencionados que relacionan la capacidad de formación de 

biopelícula con ciertos secuenciotipos en aislados de K. pneumoniae. Bruchmann y 

colaboradores describieron que la capacidad de formación de biopelícula, de aislados 

pertenecientes al clon ST15 era superior a la de los aislados pertenecientes a los clones 

ST512/KPC-3 y ST258/KPC-2 y Naparstek y colaboradores describieron que aislados productores 

de KPC-3 que pertenecían al secuenciotipo ST258 tenían menor capacidad de formación 

biopelículas que los que pertenecían a otros secuenciotipos (ST327, ST376, ST277 y ST340)361,363. 

La ausencia de formación de biopelícula por el aislado ST11/OXA-48 está en consonancia con los 

resultados obtenidos por Liu y colaboradores, quienes estudiaron la capacidad de formación de 

biopelícula de aislados de K. pneumoniae productores de KPC del entorno hospitalario, y 

describieron que los aislados pertenecientes al clon ST11 fueron los que presentaron una menor 

capacidad para formar biopelículas (mediante tinción con cristal violeta tras 18-24 horas de 

incubación a 37ºC) en comparación con aislados del otros secuenciotipos, incluyendo el ST15 y 

el ST147362. Las imágenes tridimensionales obtenidas en nuestro trabajo mostraron como la 

dinámica de formación de biopelícula del aislado ST15/OXA-48 es diferente a la de los otros dos 

aislados. Mientras que la biopelícula formada por el aislado ST15/OXA-48 cubre toda la 

superficie desde el primer día y gana en altura hasta el día 6, en las biopelículas formadas por 

los aislados ST512/KPC-3 y ST258/KPC-3 pudo observarse la formación de microcolonias el 

primer día, seguido de un crecimiento que recubrió toda la superficie, sin un aumento de grosor 
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importante. Esto podría deberse a que la formación de la biopelícula por parte de estos aislados 

se produzca de forma más lenta o que la estructura que forman sea más friable y que el flujo de 

medio de cultivo en el sistema impida que la biopelícula incremente de grosor. 

Otra de las aproximaciones utilizadas en este trabajo para determinar la capacidad de formación 

de biopelícula en Kp-PC fue el estudio de la fimbria de tipo 3. Esta estructura, codificada por el 

operón mrkABCDF, está implicada en la adherencia y la formación de biopelículas sobre 

superficies inertes, además de participar en la unión a diversos tipos de células258,262,265,270,272. El 

operón mrkABCDF se detectó en los 17 aislados de Kp-PC, lo que está en línea con estudios 

previos en los que se describe que los genes que codifican esta fimbria están presentes en el 96-

100% de los aislados de K. pneumoniae49,262,300,377,378. Además, se observó que las secuencias de 

los genes de este operón estaban altamente conservadas. Puesto que este operón se detectó 

en todos los aislados, no fue posible analizar ningún tipo de relación entre su presencia y otras 

variables como el tipo de carbapenemasa producida, el tipo de clon (epidémico o no epidémico) 

o la capacidad de formación de biopelícula de los aislados. Por ello, en este trabajo también se 

determinó la expresión relativa del gen mrkA, que codifica la subunidad estructural principal de 

la fimbria de tipo 3, necesaria para la formación de la misma, por lo que su expresión está 

directamente relacionada con la capacidad de formación de biopelícula en K. 

pneumoniae271,361,378. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la expresión 

relativa del gen mrkA en los aislados de Kp-PC analizados es variable y se relaciona con la 

capacidad de formación de biopelículas (determinada mediante tinción con cristal de violeta a 

las 18-24h a 37ºC), lo que está en línea con los trabajos publicados previamente por otros 

autores. Bruchmann y colaboradores, observaron mediante transcriptómica en 37 aislados 

clínicos de K. pneumoniae que mrkA se sobreexpresaba en los aislados clasificados como 

formadores fuertes de biopelícula361. En otro estudio, Vuotto y colaboradores, observaron un 

incremento en la expresión relativa del gen mrkA en biopelículas respecto a la de bacterias 

plantónicas en la mayoría de los aislados de K. pneumoniae estudiados378. En nuestro trabajo, la 

mayoría de aislados de Kp-PC que presentaron niveles elevados de expresión relativa de mrkA 

pertenecían a clones epidémicos formadores fuertes de biopelícula. Aunque no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en la expresión de mrkA entre aislados de clones 

epidémicos y aislados de clones no epidémicos, posiblemente debido al relativamente reducido 

tamaño muestral, estos resultados sugieren que la fimbria de tipo 3 puede tener un papel 

fundamental en la formación de biopelícula de aislados de clones epidémicos. Por el contrario, 

otros autores han descrito asociación entre ciertos clones epidémicos y mecanismos implicados 

en la adhesión bacteriana a superficies vivas y abióticas. Gato y colaboradores observaron una 



 

 

asociación entre la fimbria Kpi, codificada por el operón kpiABCDEFG, y el clon epidémico 

ST15379. Estos autores demostraron que esta fimbria está implicada en la adherencia a las células 

del tracto digestivo, necesaria para colonización intestinal, y a superficies abióticas, lo que puede 

favorecer su persistencia en el entorno hospitalario y contribuir al comportamiento epidémico 

del clon ST15 de K. pneumoniae379. Por otro lado, Adler y colaboradores observaron una 

asociación entre los secuenciotipos ST258 y ST512 y el EGM ICEKp258.2, que alberga genes que 

codifican el pilus de tipo IV, implicado en la adherencia a superficies vivas y abióticas y que podría 

estar relacionado con el éxito de estos clones380. 

El uso de biocidas es una de las estrategias más utilizadas en los programas de vigilancia y control 

de las infecciones nosocomiales. Sin embargo, hay que tener presente que la exposición a 

concentraciones subletales de estos productos tóxicos, posiblemente como consecuencia de un 

uso o una preparación inadecuada de los mismos, puede reducir su eficacia, favoreciendo la 

formación de biopelículas, como sugieren los resultados obtenidos en diversos estudios158,381–

385. Esto justificaría la realización de estudios más ambiciosos que permitan evaluar el impacto 

de estos productos a largo plazo en aislados multirresistentes y con capacidad para sobrevivir 

en reservorios ambientales. La información sería de gran utilidad para diseñar estrategias 

efectivas para la vigilancia y el control de la diseminación de patógenos nosocomiales. 

Los resultados obtenidos en este trabajo evidencian que los aislados de Kp-PC pertenecientes a 

los clones epidémicos estudiados fueron capaces de permanecer viables bajo la presión de 

concentraciones subletales de biocidas en biopelículas formadas a temperatura ambiente 

durante un período relativamente largo (hasta 60 días). Esta capacidad puede representar una 

ventaja competitiva en algunos entornos hospitalarios, permitiendo el establecimiento de 

reservorios ambientales, y pudiendo causar brotes nosocomiales16,17,364,366,386–388. Según nuestro 

conocimiento este trabajo es el primero en analizar el efecto a largo plazo en la supervivencia 

de biopelículas de Kp-PC formadas a temperatura ambiente. 

Además, este trabajo muestra que la povidona yodada es el biocida con mayor efecto en la 

reducción de la formación y viabilidad de las biopelículas de Kp-PC en todas las condiciones 

estudiadas. Estos resultados están en línea con los obtenidos en estudios similares realizados en 

diferentes especies bacterianas y que sugieren que la povidona yodada es un buen biocida para 

prevenir o reducir la formación de biopelículas. Oduwole y colaboradores observaron que 

concentraciones subletales de povidona yodada inhibían la formación de biopelículas de S. 

epidermidis y S. aureus formadas a 37ºC149. Hoekstra y colaboradores, estudiaron la eficacia de 

diferentes diluciones de antisépticos (incluyendo clorhexidina y productos con povidona 
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yodada) en la eliminación de biopelículas de diferentes especies bacterianas (P. aeruginosa y 

biopelículas mixtas de C. albicans y S. aureus meticilin resistente), simulando la dilución que 

pueden sufrir estos productos en el exudado presente en las heridas crónicas148. La povidona 

yodada en ungüento, fue el biocida más eficaz en la eliminación de las biopelículas en todas las 

diluciones analizadas (3,3-10%)148. Puesto que en nuestro estudio la povidona yodada fue el 

biocida que produjo la mayor reducción en la capacidad de formación y viabilidad de los aislados 

analizados, se estudió su efecto sobre la dinámica de formación de biopelículas mediante CLSM. 

Los datos obtenidos a lo largo de una semana de incubación muestran que, en general, la 

presencia de este biocida se asocia con una disminución del grosor de la biopelícula producida. 

En general, en los aislados ST512/KPC-3 y ST258/KPC-3 la exposición a povidona yodada redujo 

el grosor máximo de las biopelículas, aunque no afectó a la cantidad de biomasa, observándose 

que tanto en ausencia como en presencia de este biocida estos aislados formaron una 

monocapa de bacterias recubriendo toda la superficie sin un incremento del grosor. En el aislado 

ST15/OXA-48, que es el que mostró mayor capacidad de formación de biopelícula, parece que 

la exposición a povidona yodada retrasó la formación de biopelícula, aunque finalmente alcanzó 

un grosor máximo similar y una biomasa mayor que la formada en ausencia de povidona yodada. 

Este aislado formó una estructura tridimensional tanto en ausencia como en presencia de 

povidona yodada. Estos resultados sugieren que frente a ciertos aislados las concentraciones 

subletales de povidona yodada podrían no ser suficientes para prevenir, o que incluso podrían 

favorecer, la persistencia de los mismos en el entorno. Se necesitan más estudios para explorar 

esta posibilidad, aunque es importante insistir en la necesidad de hacer un uso correcto de los 

biocidas para evitar efectos no deseados (p. ej. incremento en la formación de biopelícula, 

generación de resistencia)389,390. En general, los resultados obtenidos sugieren que la povidona 

yodada es un biocida eficaz frente a biopelículas, lo que puede tener una aplicación relevante 

en el control de la diseminación de Kp-PC. Una posible aplicación puede ser el tratamiento con 

povidona yodada de biopelículas bacterianas formadas en heridas crónicas, ya que este 

producto parece eficaz frente a biopelículas, promueve la cicatrización y presenta baja 

citotoxicidad y alta tolerabilidad; aunque hay que monitorizar la posible afectación en la función 

tiroidea en tratamientos prolongados147. 

Para el resto de los biocidas estudiados, los resultados obtenidos mediante tinción con cristal 

violeta mostraron un efecto variable sobre la capacidad de formación de biopelícula. 

Únicamente fue significativo el incremento en la categoría de formación de biopelícula 

observado en las biopelículas formadas a 25ºC expuestas a digluconato de clorhexidina y 

triclosán en ciertas condiciones humedad. Este trabajo sería el primero en analizar el efecto de 



 

 

concentraciones subletales de biocidas en la capacidad de formación de biopelícula en aislados 

de Kp-PC a temperatura ambiente, y en sugerir que la exposición de Kp-PC a digluconato de 

clorhexidina y triclosán pueden incrementar su capacidad de formar biopelícula298. Dado que 

mediante la tinción con cristal violeta se estudia la biomasa de la biopelícula, sin hacer distinción 

entre las bacterias y los componentes de la matriz extracelular, ni entre las bacterias viables y 

no viables que forman la biopelícula, los resultados obtenidos podrían indicar que la exposición 

de Kp-PC a concentraciones subletales de estos biocidas podría fomentar en cierto modo la 

producción de EPS, posiblemente como mecanismo de protección frente al biocida298,391. Esta 

hipótesis está en consonancia con los resultados obtenidos por Suzuki y colaboradores, quienes 

mediante recuento de bacterias viables y microscopía (CLSM y SEM) observaron un incremento 

en la biomasa total de la biopelícula y de cantidad de EPS, pero no del grosor o la viabilidad en 

biopelículas mixtas (Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, y Actinomyces naeslundii) 

formadas a 37ºC expuestas a clorhexidina, respecto a las biopelículas no expuestas392. Por otra 

parte, Dynes y colaboradores estudiaron mediante diversas técnicas (p. ej. recuento, CLSM, 

tinción mediante lectinas fluorescentes) el efecto de concentraciones subletales de biocidas 

sobre biopelículas formadas por un aislado de Pseudomonas fluorescens a 21ºC durante 24-

96h391. Estos autores observaron un incremento en la producción de EPS en biopelículas 

expuestas a concentraciones subletales de triclosán que no se acompañó de un incremento en 

la viabilidad ni la biomasa de la biopelícula391. Por el contrario, estos autores no observaron un 

incremento en la producción de EPS en las biopelículas expuestas a digluconato de 

clorhexidina391. En nuestro trabajo, únicamente se estudió el efecto de los biocidas sobre la 

viabilidad de las biopelículas en cuatro aislados epidémicos. En estos aislados, se observó que la 

exposición a concentraciones subletales de digluconato de clorhexidina y triclosán no tuvo 

efecto o redujo la viabilidad de las biopelículas. Puesto que la exposición a biocidas de estos 

aislados no produjo ningún efecto sobre su capacidad de formación de biopelícula, sería 

interesante estudiar el efecto de digluconato de clorhexidina y triclosán sobre la viabilidad de 

las biopelículas formadas por el resto de aislados de Kp-PC de la colección. Los resultados 

obtenidos sugieren que concentraciones subletales de algunos biocidas ampliamente utilizados 

como el digluconato de clorhexidina o que pueden acumularse en el medio ambiente como 

triclosán, podrían presentar efectos no deseados sobre la capacidad de formación de 

biopelículas en Kp-PC, como por ejemplo favorecer la formación de EPS en las biopelículas 

formadas a temperatura ambiente, lo que ayudaría en el establecimiento de reservorios 

ambientales de Kp-PC, aunque son necesarios más estudios para confirmar esta posibilidad114. 
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La ausencia de efecto de los biocidas evaluados sobre la capacidad de formación de biopelícula 

a 37ºC observada en nuestro trabajo está en línea con los resultados obtenidos en otros estudios 

que analizan el efecto de los biocidas en la formación de biopelícula a esta temperatura. Al igual 

que en nuestro trabajo, Houari y Di Martino, no observaron diferencias en la capacidad de 

formación de biopelícula determinada por tinción con cristal violeta en un asilado de E. coli y 

uno de K. pneumoniae al ser expuestos a concentraciones subletales de diacetato de 

clorhexidina y cloruro de benzalconio similares a las utilizadas en nuestro estudio (1/4 de la CMI) 

158. Estos autores observaron en E. coli y K. pneumoniae una reducción significativa en la 

capacidad de formación de biopelículas al ser expuestas a concentraciones más elevadas, 

equivalentes a la mitad de la CMI de diacetato de clorhexidina y cloruro de benzalconio, 

respectivamente158. Del mismo modo, Forbes y colaboradores, estudiaron la capacidad de 

adaptación de aislados de diversas especies bacterianas a diferentes biocidas (p. ej. clorhexidina, 

triclosán, cetrimida) y no observaron diferencias significativas en la capacidad de formación de 

biopelículas en aislados de K. pneumoniae adaptados a triclosán. En cambio, sí observaron un 

incremento de la capacidad de formación de biopelícula en aislados de E. coli y una reducción 

significativa en aislados de S. aureus y Staphylococcus lugdunensis adaptados a este biocida382. 

A diferencia de lo observado en este trabajo, otros autores han descrito incrementos en la 

capacidad de formación de biopelícula tras la exposición a concentraciones subletales de 

biocidas a 37ºC, aunque utilizando metodologías muy diversas. Por un lado, algunos estudios 

analizan la capacidad de formación de biopelícula mediante tinción con cristal violeta en aislados 

adaptados o tolerantes a biocidas por exposición a los mismos. Forbes y colaboradores, en el 

trabajo comentado anteriormente, observaron que la adaptación a clorhexidina en aislados de 

K. pneumoniae y S. marcescens produjo un incremento en la capacidad de formación de las 

biopelículas382. En este sentido, Elekhnawy y colaboradores, observaron un incremento en el 

porcentaje de aislados capaces de formar biopelículas tras la adaptación de 50 aislados clínicos 

de K. pneumoniae a cloruro de benzalconio, aunque no observaron diferencias en la viabilidad 

de las biopelículas393. Por otra parte, diversos estudios han demostrado que concentraciones 

subletales de hipoclorito de sodio inducen la formación de biopelículas, aunque son estudios 

realizados en especies bacterianas diferentes a K. pneumoniae y las técnicas utilizadas son muy 

diversas. Ejemplo de ello es el estudio de Capita y colaboradores, en el que se observó mediante 

CLSM que la adaptación de un aislado de E. coli a concentraciones subletales de hipoclorito 

favorecen la formación de biopelícula tanto en presencia como ausencia del biocida381. En este 

trabajo postulan que el incremento en la hidrofobicidad celular y modificaciones en la 

membrana externa podrían ser las responsables del incremento de formación de biopelícula381. 

Del mismo modo, Strempel y colaboradores utilizando tinción con cristal violeta y microscopía 



 

 

de fluorescencia describieron como concentraciones subletales de este biocida favorecían la 

adhesión inicial en biopelículas formadas por P. aeruginosa y postularon que se debe al aumento 

de los niveles de c-di-GMP, un mensajero secundario intracelular, que promueve la producción 

de polisacáridos implicados en la formación de biopelícula (p. ej. Pel y Psl)383. 
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Limitaciones del estudio 

Este estudio tiene algunas limitaciones importantes que interesa comentar. En primer lugar, el 

número de aislados analizados en este trabajo podría considerarse insuficiente; no obstante 

refleja los clones y carbapenemasas más prevalentes en España durante el periodo de selección 

de los aislados314. Entre los clones más importantes no estudiados destacan por ejemplo el 

ST307, formado por una gran número de linajes, asociados a diversas carbapenemasas (p. ej. del 

grupo KPC, NDM, OXA-48) y que están mostrando un gran capacidad de diseminación394. 

Respecto a las carbapenemasas no se incluyen variantes de NDM que se están diseminando con 

gran rapidez y eficacia a nivel mundial, así como otras carbapenemasas, como las de tipo IMP 

que son más frecuentes en otras especies bacterianas como P. aeruginosa o A. 

baumannii63,395,396. 

En segundo lugar, es importante destacar que no existe un método estándar para estudiar la 

actividad in vitro de los biocidas, lo que dificulta comparar los resultados obtenidos con los de 

otros estudios. Tampoco existe un método estándar para estudiar la capacidad de formación de 

biopelícula, lo que también limita la comparación entre diferentes estudios y dificulta la 

interpretación de los resultados obtenidos en las diferentes aproximaciones experimentales 

utilizadas en este trabajo. Las diferencias observadas en la formación de biopelícula 

determinada con las distintas técnicas utilizadas pueden deberse a que cada método estudia 

diferentes propiedades (p. ej. biomasa o viabilidad) que contribuyen de forma conjunta a la 

formación de la biopelícula. 

En tercer lugar, en este trabajo no se han analizado las posibles diferencias en el nivel de 

expresión de los genes que codifican bombas de expulsión a biocidas y su relación con la SRB. 

Como se ha comentado, existe cierta controversia en la asociación entre la expresión de una 

bomba de expulsión y la sensibilidad reducida al biocida que es capaz de expulsar198. Sin duda 

es necesario realizar nuevos estudios en este sentido, utilizando una metodología potente y 

sensible que permita determinar la expresión génica global (transcriptómica) de genes que 

pudieran estar relacionados con SRB, analizando con especial interés la expresión de los genes 

de bombas de expulsión. 

Finalmente, la viabilidad y dinámica de formación de las biopelículas únicamente se ha 

estudiado en aislados pertenecientes a clones epidémicos, impidiendo que se pueda asociar esta 

capacidad con el éxito o la capacidad epidémica que han mostrado estos clones. En ambos casos 

el factor limitante fue el tiempo disponible para desarrollar los experimentos. El estudio de la 

viabilidad de las biopelículas diseñado en este proyecto requiere una gran inversión de tiempo, 



 

 

puesto que los análisis se realizaron a lo largo de 2 meses usando dos temperaturas diferentes, 

mientras que la dinámica de formación de biopelículas se realizó durante una estancia de 2 

meses en otro centro (IdISBa-Son Espases, Mallorca). En este trabajo se optó por concentrar los 

esfuerzos en conocer el comportamiento de las biopelículas formadas por aislados 

pertenecientes a clones epidémicos dado que son de mayor interés clínico y epidemiológico que 

los aislados de clones no epidémicos.
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6. Conclusiones
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De los resultados obtenidos en los trabajos expuestos en este proyecto de Tesis Doctoral se 

pueden extraer las siguientes conclusiones: 

1. Los aislados de Klebsiella pneumoniae productor de carbapenemasa incluidos en este 

estudio tienen una sensibilidad variable a los biocidas estudiados, siendo los de mayor 

actividad in vitro triclosán, digluconato de clorhexidina, cloruro de benzalconio y etanol. 

2. La actividad de los biocidas evaluados es independiente del tipo de clon (epidémico o 

no epidémico) y el tipo de carbapenemasa, por lo que la SRB no puede asociarse con 

ninguno de estos factores.  

3. El tipo de medio de cultivo usado para determinar la actividad de los biocidas mediante 

microdilución afecta a los valores de CMI obtenidos, con excepción del triclosán, siendo 

las CMIs determinadas en medio mínimo M9 inferiores a las obtenidas en MHB.  

4. La temperatura de crecimiento afecta discretamente a los valores de CMI de algunos de 

los biocidas evaluados. En esos casos, las CMIs determinadas a 25ºC son inferiores a las 

determinadas a 37ºC. 

5. La presencia de los genes de bombas de expulsión evaluados no se relaciona con los 

valores de CMI de los biocidas estudiados, por lo que la SRB es independiente de la 

presencia o la ausencia de los genes de las bombas de expulsión analizadas. Esto sugiere 

que la presencia de estos genes, por sí solos, no debe tener un papel relevante en la 

adquisición o desarrollo de SRB.  

6. A temperatura ambiente (25ºC), los aislados de clones epidémicos tienen una capacidad 

de formación de biopelículas superior a la de los aislados de clones no epidémicos.  

7. A temperatura ambiente (25ºC), los aislados estudiados, pertenecientes a clones 

epidémicos, permanecen viables durante 2 meses.  

8. Los aislados de los clones epidémicos estudiados presentan diferentes dinámicas de 

formación de biopelícula. El aislado ST15/OXA-48 es el que produce mayor cantidad de 

biomasa y presenta el mayor grosor máximo.  

9. El operón mrkABCDF está altamente conservado en los aislados de Klebsiella 

pneumoniae productor de carbapenemasa estudiados, y la expresión relativa del gen 

mrkA está asociada con la capacidad de formación de biopelícula.  



 

 

10. Las concentraciones subletales estudiadas de digluconato de clorhexidina y triclosán 

pueden favorecer la formación de biopelícula en aislados de K. pneumoniae productor 

de carbapenemasa a temperatura ambiente. 

11. La povidona yodada es el biocida con mayor efecto en la reducción de la capacidad de 

formación de biopelículas y de la viabilidad en las mismas. En general, la exposición a 

povidona yodada reduce el grosor de la biopelícula.  

12. Los aislados de clones epidémicos analizados son capaces de permanecer viables hasta 

2 meses en biopelículas expuestas a las concentraciones subletales de los biocidas 

estudiados a temperatura ambiente.
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Anexo 1: Secuencias de referencia de genes que codifican bombas de expulsión y 

genes del operón mrkABCDF. 

A1.1. Secuencias de referencia de genes que codifican bombas de expulsión 

Gen Fuente Aa Origen Nombre de la secuencia 

cepA NCBI 
Protein 

300 Klebsiella pneumoniae BAB89353. Cation efflux pump A [Klebsiella pneumoniae]. 

acrA Blastp 397 Klebsiella pneumoniae  
subsp. pneumoniae 
HS11286 

WP_002892072.1 multidrug efflux RND transporter 
periplasmic adaptor subunit AcrA 

acrB Blastp 104
8 

Klebsiella pneumoniae P12 WP_150074312.1 multidrug efflux RND transporter permease 
subunit AcrB [Klebsiella pneumoniae] 

KpnE Blastp 120 Klebsiella pneumoniae  
subsp. pneumoniae MGH 
78578, ATCC 700721 

WP_002903681.1 MULTISPECIES: multidrug efflux SMR 
transporter subunit KpnE [Klebsiella] 

KpnF Blastp 109 Klebsiella pneumoniae  
subsp. pneumoniae MGH 
78578, ATCC 700721 

WP_002903683.1 MULTISPECIES: multidrug efflux SMR 
transporter subunit KpnF [Enterobacteriaceae] 

oqxA UniProt 391 Klebsiella pneumoniae  
subsp. pneumoniae 

tr|A0A1Y0PW27|A0A1Y0PW27_KLEPN Multidrug efflux RND 
transporter periplasmic adaptor subunit OqxA 

oqxB UniProt 105
0 

Klebsiella pneumoniae  
subsp. pneumoniae 

tr|A0A3N0P613|A0A3N0P613_KLEPN Multidrug efflux RND 
transporter permease subunit OqxB 

SmvA UniProt 494 Klebsiella pneumoniae  
subsp. pneumoniae (strain 
ATCC 700721 / MGH 78578) 

tr|A6T9N7|A6T9N7_KLEP7 Methyl viologen resistance 
energy-dependent efflux. Gene smvA 

SmvR Blastp 191 Klebsiella pneumoniae WP_004888643.1 MULTISPECIES: TetR family transcriptional 
regulator [Enterobacteriaceae] 

qacEΔ1 UniProt 115 Klebsiella pneumoniae tr|Q7BK05|Q7BK05_KLEPN Multidrug efflux protein 
GN=qacEdelta1 

qacE UniProt 110 Klebsiella pneumoniae tr|F8T8V5|F8T8V5_KLEPN QacE 

qacA Blastp 520 Klebsiella pneumoniae WP_015958439.1 MULTISPECIES: DHA2 family efflux MFS 
transporter permease subunit [Klebsiella] 

Aa: número de aminoácidos. 

 

A1.2. Secuencias de referencia de genes del operón mrkABCDF. 

Gen Fuente Aa Origen Nombre de la secuencia 

mrkA Blastp 
 

202 Klebsiella pneumoniae  
subesp. pneumoniae MGH 
78578 ATCC 700721 

WP_002916128.1 MULTISPECIES: type 3 fimbria major 
subunit MrkA 

mrkB Blastp 233 Klebsiella pneumoniae  
subesp. pneumoniae MGH 
78578 ATCC 700721 

WP_000820818.1 MULTISPECIES: type 3 fimbria chaperone 
MrkB 

mrkC Blastp 
 

828 Klebsiella pneumoniae  
subesp. pneumoniae MGH 
78578 ATCC 700721 

WP_000813718.1 MULTISPECIES: type 3 fimbria usher protein 
MrkC 

mrkD Blastp 
 

331 Klebsiella pneumoniae  
subesp. pneumoniae MGH 
78578 ATCC 700721 

WP_002916123.1 MULTISPECIES: type 3 fimbria adhesin 
subunit MrkD 

mrkF Blastp 211 Klebsiella pneumoniae  
subesp. pneumoniae MGH 
78578 ATCC 700721 

WP_002916122.1 MULTISPECIES: type 3 fimbria minor 
subunit MrkF 

Aa: número de aminoácidos. 
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