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CARACTERIZACIÓN POR PCR DE GENES CODIFICANTES DE 

CARBAPENEMASAS EN ENTEROBACTERIAS. 

        

Autora: Q.F. Yolanda Narváez S.M. 

      Tutora: Dra. Elizabeth Benites E. 

Resumen  

A fin de identificar Enterobacterias portadoras de genes codificantes de 

carbapenemasas, durante el año 2014, en el Departamento de Bacteriología, 

Área Biología Molecular del INSPI de la ciudad de Guayaquil se procesaron 

diferentes muestras clínicas para la confirmación por PCR (Reacción en 

Cadena de la Polimerasa) de los genes (blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP y blaOXA-

48) codificantes de carbapenemasas. Se identificaron 156 Enterobacterias a las 

que se les realizó la prueba de susceptibilidad por el método de Kirby Bauer, 

seguida del test Modificado de Hodge (MHT), la técnica de Ácido Borónico y la 

prueba de EDTA descritas para la detección y diferenciación fenotípica de 

carbapenemasas. La confirmación molecular de los genes bla se realizó por 

PCR. El mayor número de aislamientos fue para K. pneumoniae, el 57(36.5%) 

fueron sensibles a carbapenemes; y 42(26.9%) cepas de K. pneumoniae 

presentaron zonas de inhibición menor a 22 mm a imipenem, meropenem y 

ertapenem. Estos últimos aislamientos, el 81% (34) eran portadores del gen 

blaKPC codificante de carbapenemasas y el 19% (8) no evidenciaron el gen. La 

técnica de PCR mostró superioridad sobre los métodos fenotípicos para la 

confirmación de genes codificadores de carbapenemasa. Palabras Claves: 

carbapenemasas, genes, PCR, blaKPC  
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Abstract.- 

 

To identify Enterobacteriaceae that carry carbapenemasa encoded genes, 

during 2014, in the Bacteorology Department, Molecular Biology Area of Public 

Health Natiotal Institute, located in Guayaquil, different clinical samples were 

processed for PCR (Polymerase Chain Reaction) of genes: blaKPC, blaVIM, 

blaNDM, blaIMP and blaOXA-48. 156 Enterobacteriaceae were identified. Then 

the susceptibility testing using the Kirby Bauer method was applied. In order to 

do the detection and phenotypic differentiation, the Modified Hodge Technique 

(MHT), the boronic acid and EDTA techniques were used. The molecular 

confirmation of the bla genes were performed by PCR.  

 

The largest number of isolates was to K. pneumoniae. 57 strains (36,5%) were 

sensitive to carbapenems; and 42 (26.9%) showed inhibition zones (≤ 22mm) to 

imipenem, meropenem and ertapenem. From the last ones, 81% (34) were 

carriers of the gene blaKP, which is encoding to carbapenemases and 19% (8) 

did not show the gene. The PCR technique showed the superiority over 

phenotypic methods for confirmation of genes encoding carbapenemase. 

 

Keywords: carbapenemases, genes, PCR, ESBL, AMP-C.
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Introducción 

 

Las carbapenemasas  son un grupo específico de enzimas, (Bush & Jacoby, 

2010) que hidrolizan eficientemente a los carbapenemes (Martínez-Martínez & 

González-López, 2014), antibióticos β-lactámicos (imipenem, meropenem, 

ertapenem y doripenem) considerados los antimicrobianos de primera línea en 

el tratamiento de infecciones causadas por bacilos gram negativos productores 

de β-Lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) clínicamente significativas a 

nivel global (Ghafourian, Sadeghifard, Soheili, & Sekawi, 1995).  

 

La producción de carbapenemasas parece ser la causa más común de 

resistencia a carbapenemes (Papp-Wallace, Endimiani, Taracila, & Bonomo, 

2011), planteando un serio problema de salud a nivel mundial en el tratamiento 

de infecciones causadas por Enterobacterias y Bacilos Gram Negativos No 

Fermentadores. Las Enterobacterias resistentes a carbapenemes (CRE, siglas 

en inglés) particularmente Klebsiella pneumoniae; Enterobacter spp.; E coli y 

en menor grado otros géneros tienen el potencial para diseminarse 

ampliamente a través de elementos genéticos móviles.(Bush & Jacoby, 2010) y  

(Moxon & Paulus, 2016).  

 

En América Latina la diseminación de carbapenemasas, presenta el mismo 

escenario descrito en otras zonas geográficas. La detección de las primeras 

carbapenemasas y sus diferentes variedades, Colombia y Argentina reportan 

los primeros casos, asímismo en el país, se reportó el primer caso de KPC-2.a 

partir de una secreción purulenta (Iñiguez et al., 2012).  
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Delimitación del Problema 

Caracterización molecular de genes bla codificantes de carbapenemasas 

responsables de resistencia a carbapenemes en cepas de Enterobacterias, 

aisladas de muestras clínicas, que fueron derivadas de las diferentes unidades 

de salud y que ingresaron al laboratorio del Instituto Nacional de Investigación 

en Salud Pública (INSPI) de la ciudad de Guayaquil, para su respectiva 

confirmación durante el año 2014. 

 

Preguntas a investigar: 

¿Cuáles son las Enterobacterias aisladas en este estudio? 

¿Cuál es la prevalencia de los genes de carbepenemasa detectados? 

¿Cuál es la muestra más frecuente con Enterobacterias, portadoras de 

carbapenemasas?    

¿En qué grupo de edad y género se encuentra Enterobacterias portadoras de 

carbapenemasas?  

 

Formulación del problema  

¿Cuáles son los genes más frecuentes que codifican carbapenemasas,  

responsables de la resistencia de carbapenemes en Enterobacterias? 

 

Justificación 

Las Enterobacterias productoras de carbapenemsas han sido reportadas a 

nivel mundial como responsables de infecciones nosocomiales asociadas al 

incremento de la mortalidad, y, a los costos de cuidados en salud. Con esta 

propuesta se plantea identificar los genes que codifican carbapenemasas con 

alto potencial de diseminación a varias localizaciones geográficas a través de 
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elementos genéticos móviles tales como plásmidos transposones que además 

de transportar genes de resistencia también transportan factores de virulencia 

desencadenando así severas infecciones. 

 

La detección fenotípica por los métodos convencionales como el Método de 

Hodge Modificado (MHT), la inhibición con ácido borónico y EDTA son los 

parámetros más utilizados en los laboratorios, pero que desafortunadamente 

requieren de varios días para la confirmación de la producción de 

carbapenemasas, esta realidad retrasa la rápida administración del tratamiento 

adecuado y la apropiada implementación de medidas efectivas para el control 

de la infección, necesarias para contener la diseminación de los patógenos 

portadores de carbapenemasas que amenazan con la vida del paciente. 

 

La identificación de los genes productores de carbapenemasas aportará a las 

autoridades de salud local y nacional la información apropiada y acertada de la 

existencia de microrganismos responsables de brotes nosocomiales, uno de los 

más preocupantes desafíos en salud a nivel mundial. 

  

Objeto de Estudio 

La identificación de genes (blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP y blaOXA-48) 

codificantes de carbapenemasas responsables de resistencia a carbapenemes 

 

Campo de acción o de investigación: 

La identificación de genes (blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP y blaOXA-48) 

codificantes de carbapenemasas en Enterobacteterias aisladas de muestras 

clínicas (tracto respiratorio inferior, heridas, úlceras, tejidos, orina, sangre, 
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secreciones, hisopados rectales y otros) derivadas de la diferentes unidades de 

salud pública y privadas que ingresaron al laboratorio para la confirmación de 

resistencia a carbapenemes mediado por carbapenemasas. 

 

Objetivo General 

Caracterizar por PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) genes 

codificantes de carbapenemasas en Enterobacterias resistentes a 

carbapenemes. 

 

Objetivos Específicos 

 Determinar la frecuencia de los genes codificantes de carbepenemasas  

 Determinar la frecuencia de Enterobacterias portadoras de 

carbapenemasas. 

 Establecer la frecuencia de K. pneumoniae portadora de 

Carbapenemasa en muestra clínicas. 

 Determinar el grupo de edad y género en que se encuentra las 

carbapenemasas en Enterobacterias. 

 

La Novedad Científica 

Las técnicas moleculares para la identificación de genes y confirmación de 

carbepenemasas son cada vez más usadas. En este caso la PCR convencional 

es la prueba de referencia con la que se identificaron los genes individuales 

con un tiempo de consumo de 6 horas para el resultado, a partir del aislado.  
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Capítulo I 

MARCO TEÓRICO 

 

La producción de carbapenemasas es el mecanismo de resistencia más 

comúnmente encontrado en Enterobacteriaceae, siendo Klesiella pneumoniae 

la más frecuentemente reportada de aislamientos nosocomiales, seguida por 

Escherichia coli, y menor grado los otros géneros. (Falagas, Lourida, 

Poulikakos, Rafailidis, & Tansarli, 2014) K. pneumoniae productora de 

carbapenemasa (KPC) son un grupo de emergentes bacilos gramnegativos 

altamente resistente a los antibióticos. (Arnold et al., 2012). 

 

KPC es sinónimo para Klebsiella pneumoniae carbapenemase, término 

relativamente inadecuado para referirse a todas las enterobacterias debido a 

que estas enzimas son expresadas por genes, que se transfieren muy 

fácilmente de una Enterobacteria a otra, cualquiera que sea el género y la 

especie. (P. Nordmann, 2013). 

  

Enterobacterias 

Las Enterobactericeae son bacilos gram negativos aerobios facultativos 

componentes de la flora intestinal de humanos y animales, son organismos 

poco exigentes, sobreviven en el medio ambiente, contaminan el agua y 

alimentos, incluye muchos géneros y especies, como Escherichia coli; 

Klebsiella pneumoniae; Citobacter spp.; Serratia spp., etc., son frecuentemente 

responsables de una gran variedad de infecciones asociadas a la atención en 

salud (IASS) como: neumonía, cistitis, peritonitis, abscesos abdominales, 
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sepsis, meningitis, etc., que ponen en riesgo la vida de los pacientes debido a 

la elevada resistencia a los β-lactámicos incluyendo los carbapenemes 

quedando sin opciones terapéuticas para tratar las infecciones causadas por 

los patógenos productores de carbapenemasas, que tienen la habilidad de 

hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, monobactames y carbapenemes. La 

resistencia de Enterobacterias a carbapenemes (CRE por sus siglas en inglés) 

es un desafío para el sistema de salud pública debido al incremento de la 

prevalencia a nivel mundial. (Nordmann, Naas, & Poirel, 2011).  

 

La presencia o combinación de otros mecanismos como la producción de β-

lactamasas de espectro extendido (BLEE), cefalosporinasas  tipo Amp C y la 

disminución de la permeabilidad de la membrana externa debido a una pérdida 

o menor expresión de porinas confieren con frecuencia resistencia o 

susceptibilidad disminuida a carbapenemes  (Cao et al., 2000).  

 

Carbapenemasas 

Las carbapenemasas son enzimas que confieren resistencia a todos los 

antibióticos β-lactámicos, incluyendo carbapenemes, los antibióticos con el más 

amplio espectro de actividad antibacteriana. (Rasmussen & Bush, 1997). Las β- 

lactamasas han sido clasificadas de acuerdo a dos propiedades: funcionales y 

moleculares, la primera atribuida a las características bioquímicas de la 

enzima, y la molecular que hace referencia a la homología de secuencia en 

aminoácidos. (Queenan & Bush, 2007)  
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Clasificación Funcional 

Esta clasificación de β-lactamasas se basa en el análisis bioquímico de la 

enzima, punto isoeléctrico, determinación de hidrólisis del sustrato, perfiles 

cinéticos e inhibición de la enzima. Esta clasificación funcional de Karen Bush y 

colaboradores ha sufrido varias revisiones y actualmente las divide en cuatro 

grupos funcionales. El grupo 2 tiene varios subgrupos que se diferencian de 

acuerdo al sustrato grupo específico o perfil del inhibidor en 2f, 2d y 3 (Sridhar, 

2012). 

  

Clasificación Molecular 

Basada en la secuencia de amino-ácidos  de Ambler (1980), se conocen cuatro 

clases de enzimas: A, B, C y D, las cuales se correlacionan con la clasificación 

funcional; las tres primeras se caracterizan por tener serina en su sitio activo, 

mientras que la clase molecular B, son metaloenzimas que tienen un sitio 

activo de zinc. (Queenan & Bush, 2007), este grupo se subdivide en tres 

subgrupos B1, B2 y B3 basado en la secuencia de alineaciones y análisis 

estructural. Las enzimas B1 y B3 contienen dos iones de zinc, lo que le confiere 

un espectro amplio de hidrólisis mientras que B2 tiene únicamente un catión 

con un espectro de hidrolisis de carbapenemasa (Sridhar, 2012)  

 

Carbapenemasas Clase A  

Las carbapenemasas del grupo A está integrado por KPC, SME, IMI, NMC y 

GES, siendo KPC la carbapenemasa de mayor prevalencia aislada a nivel 

mundial, se dividen  en cinco grupos importantes, algunas son codificadas por 

cromosomas (IMI, SME, NMC-A) mientras que las carbapenemasas de tipo 
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KPC, GES son codificadas por plásmidos (De la Lastra, Ulloa, Pinto, Vidal, & 

Silva, 2010) todas hidrolizan efectivamente una amplia variedad de β-

lactámicos como penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes, inactivan  

parcialmente el ácido clavulánico, tazobactam y sulbactam, lo cual representa 

una herramienta útil para su detección mediante la sinergia del doble disco con 

imipenem (Poirel, Pitout, & Nordmann, 2007), las KPC son las enzimas 

clínicamente más comunes en este grupo que también se han detectado en 

Klebsiella oxytoca, Serratia spp., Enterobacter spp., Salmonella spp., 

Citrobacter freundii y Pseudomonas aeruginosa. Estas enzimas se han 

dispersado y reportado en muchos países alrededor del mundo incluyendo 

Israel, Francia, Brasil Colombia y Argentina.(De la Lastra et al., 2010).  

 

Las carbapenemasas tipo KPC se describieron por primera vez en K. 

pneumoniae (de ahí sus iniciales), es la carbapenemasa clínicamente más 

relevante la cual se ha vuelto endémica alrededor del mundo.(Paño Pardo, 

Villar, Ramos Ramos, & Pintado, 2014). La primera K. pneumoniae productora 

de carbapenemasa codificada por plásmidos denominada como KPC-1 se 

identificó en Carolina del Norte en 1996 y desde entonces se ha diseminado a 

través de Estados Unidos (Doi & Paterson, 2015) volviéndose endémica en 

muchos hospitales de New York y New Yersey. (Bratu et al., 2005).  

 

Carbapenemasas Clase B (Metaloenzimas) 

Las metalobetalactamasas (MBL) o de clase B (IMP, VIM, NDM, SPM, GIM y 

SIM) fueron primeramente detectadas en Bacilos Gram Negativos No 

Fermentadores (BNF) como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp., 
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encontrándose también ahora diseminadas en las Enterobacterias (Birgy et al., 

2012),  hidrolizan  todos los antibióticos β-lactámicos, como: penicilinas, 

cefalosporinas de espectro extendido, carbapenemes, excepto aztreonam. Las 

MBLs requieren de iones zinc para la actividad enzimática, y se inhiben en 

presencia de Etilen Diamino Tetra Acético (EDTA)  (Queenan & Bush, 2007) 

  

Las metaloenzimas de ciertas especies de bacterias gram positivas y negativas 

tales como Bacillus cereus, Stenotrophomna maltophilia, Flavobacterium, 

Chryseobacterium, Aeromonas hydrophyla, Legionella gormanni, 

Janthinobacterium lividum son de origen natural codificadas en cromosomas 

(P. Nordmann & Poirel, 2002) que hasta la fecha no se han descrito resistencia 

adquirida. 

 

Carbapenemasas Clase D (Tipo OXA) 

También conocidas como β-lactamasas de la clase D que hidrolizan 

carbapenemes (CHDL), de las 400 enzimas identificadas, solo algunas 

variantes tienen actividad carbapenemasa  (P. Nordmann & Poirel, 2014). 

Basados en la secuencia de aminoácidos se ha reclasificado en 12 subgrupos: 

OXA 23, OXA 24/40, OXA-48, OXA-51, OXA-58, OXA-134a, OXA-43, OXA-

211, OXA-213, OXA-214, OXA-299 y OXA-235, que han sido identificados 

principalmente en Acinetobacter baumannii, (Antunes et al., 2014) y con 

incremento de aislamientos en Enterobacterias, como la OXA-48 (Patel & 

Bonomo, 2013) en K. pneumoniae; que fue descrita por primera vez en Turquía 

(Laurent, Héritier, Toün, & Nordmann, 2004), alcanzando desde entonces una 

distribución internacional en Europa, África, Medio Este, etc., (Patel & Bonomo, 
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2013) como responsable de brotes nosocomiales no solo en K.pneumoniae 

sino también E. coli. (Grundmann et al., n.d.). Estados Unidos reporta los 

primeros casos de K. pneumoniae portadora de OXA-48 aislada de pacientes 

con el antecedente de atención médica en Arabia Saudita e India  (Mathers et 

al., 2013).  

 

Se han identificado más de 10 variantes de OXA-48 (OXA-162; OXA-163; OXA-

181; OXA-232; OXA-247; 370; etc.) (Evans & Amyes, 2014). América del Sur 

no es la excepción, se han reportado, la OXA-163 en K. pneumoniae y 

Enterobacter cloacae en Argentina (Poirel et al., 2011). De los otros grupos de 

las enzimas OXA; en el año 2004 en Brasil, se realiza el aislamiento de A. 

baumanni portador de la OXA-143  (Higgins et al., 2013); Colombia y Brasil en 

el 2007, describen A. baumanni portadores de OXA-23 y OXA-58 cada uno 

respectivamente. Argentina detecta en Acinetobacter baumannii la OXA-51 

(Brown, Young, & Amyes, 2005).  

 

Todas las CHDL, poseen débil actividad carbapenemas, lo que le confiere bajo 

nivel de resistencia a carbapenemes en ausencia de la coexistencia de 

mecanismos de resistencia (P. Nordmann & Poirel, 2014). La mayoría de 

enzimas tipo OXA no se inhiben por los inhibidores de β-lactamasa  disponibles 

(Patel & Bonomo, 2013), No hay método fenotípico capaz de detectar OXA-48 

(Birgy et al., 2012) su bajo nivel de resistencia a carbapenemes, dificulta su 

detección y los datos reales de prevalencia podrían ser subestimados (Patrice 

Nordmann et al., 2011).  
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La diseminación de genes bla de carbapenemasas tipo OXA ha sido 

relacionada con secuencias de inserción (ISAba1, ISAba2, ISAba3 ISAba4 y 

IS18), las cuales tienen un importante rol en la expresión de los genes de 

carbapenemasas, en A.baumanni multiresistente (Villalón et al., 2013). 

 

Vigilancia 

Es importante que las unidades de salud identifiquen los casos de CRE y cuan 

frecuente son en ese entorno, para de inmediato, implementar las medidas de 

prevención o de contacto, como las establecidas por el CDC con la finalidad de 

prevenir la transmisión e interrumpir las vías de transmisión de productores de 

carbapenemasas. Es importante y necesario la pronta y exacta detección de 

portadores e infectados en las unidades de salud, debido a que estos pueden 

actuar como reservorios y contribuir a la diseminación de CRE en el medio 

ambiente hospitalario (Viau et al., 2015), tanto en la admisión, como en la 

salida e ingreso a otra unidad específica. (Tzouvelekis, Markogiannakis, 

Psichogiou, Tassios, & Daikos, 2012). 

 

El cumplimiento de las precauciones de contacto para prevenir la transmisión 

de organismos multiresistentes pueden ser efectivas sin embargo los pacientes 

colonizados pueden ser no detectados mediante los cultivos clínicos y por lo 

tanto pueden no estar sujetos a precauciones de contacto y a la toma del 

hisopado rectal, convirtiéndolos en un potencial reservorio para la transmisión 

de  organismos multiresistentes (Muñoz-Price et al., 2010).  
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Cultivos de Control 

Una vez que se ha establecido la presencia de CRE en las unidades de salud, 

es fundamental detener la transmisión, a través de la identificación precisa y 

oportuna de pacientes colonizados en la etapa inicial de admisión en el 

hospital, o en una unidad específica de atención (Patrice Nordmann & Poirel, 

2013); para el propósito se han diseñado guías y herramientas que hacen 

referencia a la ejecución de intervenciones específicas para minimizar el riesgo 

de la transmisión. (Centers for Diasease Control and Prevention. CDC, 2015). 

 

El laboratorio debe disponer de metodología de detección confiable, de 

personal capacitado y de recursos necesarios para realizar el estudio 

(Tzouvelekis et al., 2012). Los cultivos de vigilancia se han utilizado como parte 

de una estrategia para interrumpir la transmisión de portadores de 

carbapenemasas (Gupta, Limbago, Patel, & Kallen, 2011). siendo el mejor sitio 

anatómico para la toma de muestras de portadores de CRE, el recto. (Wiener-

Well et al., 2010) y la región perianal (Buehlmann, Fankhauser, Laffer, 

Bregenzer, & Widmer, 2010) y (Gupta et al., 2011).
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Capítulo II 

MARCO METODOLÓGICO 

 

2.1. Metodología 

Se realizó un estudio observacional, prospectivo, descriptivo de corte 

transversal de prevalencia. 

2.1.1.- Localización 

El Proyecto de investigación se desarrolló en el Laboratorio de Bacteriología, 

Área Biología Molecular del INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIÓN EN 

SALUD PÚBLICA “INSPI” de la ciudad de Guayaquil, Provincia de Guayas. 

Ecuador. 

2.1.2.- Período de Investigación 

El tiempo de investigación se realizó en el período comprendido del año 2014- 

2015 

2.1.3.- Recursos a Emplear  

2.1.3.1.- Recurso Humano  

Colaboraron con esta investigación los profesionales técnicos que están 

relacionados con el procesamiento para la caracterización fenotípica y 

molecular de carbapenemasas, la autora de esta propuesta y la tutora 

designada para el propósito. 

2.1.3.2.-Recursos Físicos  

2.1.3.2.1.- Equipos 

Incubadora 

Cabina de Bioseguridad 

Cabina de Flujo Laminar 

Mini centrifuga 

Centrífuga refrigerada 
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Balanza Analítica 

Turbidímetro 

Hornos 

Destilador de Agua 

Autoclave 

Micronda 

Termociclador 

Congelador de – 20 °C 

Congelador de – 70 °C 

Baño de María seco 

Vortex 

Sistema de Electroforesis 

Transiluminador 

Sistema de Registro de Imágenes 

2.1.3.2.2.- Materiales 

Tubos de 75 x 12 mm. 

Gradillas  

Tubos eppendorf 

Asas  

Fiola 

Probeta 

Tubos. 

2.1.3.2.3.- Medios 

Agar Sangre 

Agar Mueller Hinton M6 
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Agar Soya 

2.1.3.2.4.-Reactivos 

Discos de Carbepenemes 

Discos de Ácido Borónico 300 μg y EDTA  

Discos de Meropenem/Cloxacillina 

Enzima Taq polimerasa (incluido buffer 10X y Cl2Mg) 

dNTP´s (dinucleótidos) 

Primers o cebadores  

KPC-F  AAC AAG GAA TAT CGT TGA TG 

KPC-R  AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA 

VIM-F   AGT GGT GAG TAT CCG ACA G 

VIM R ATG AAA GTG CGT GGA GAC 

IMP-UF1 GGY GTT TWT GTT CAT ACW TCK TTY GA 

IMP-UR1 GGY ARC CAA ACC ACT ASG TTA TCT 

NDM-F AGC ACA CTT CCT ATC TCG AC 

NDM-R GGC GTA GTG CTC AGT GTC 

OXA48-F ATGCGTGTATTAGCCTTATCGG 

OXA48-R2 TGAGCACTTCTTTTGTGATG 

16S-P AGGAGGTGATCCAACCGCA 

16S-M AACTGGAGGAAGGTGGGGAT 

Agua estéril, calidad PCR 

Agarosa 

Marcador de peso molecular 

Loading buffer  

Tris 

EDTA 
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2.1.3.2.5.- Material de oficina 

Computadora 

Impresora 

Papel 

2.1.3.2.6.- Material a procesar 

Cepas de Enterobacterias con sensibilidad a Imipenem ≤ 22 mm. 

Cepas ATCC:  

Escherichia coli ATCC 25922 

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705 (control MHT positivo) 

Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1706 (control MHT negativo) 

Cepas OPS. 

  

2.2  Métodos  

Los aislamientos clínicos recolectados para la identificación por PCR los genes 

(blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP y blaOXA-48) codificantes de 

carbapenemasas consistieron en el conjunto de Enterobacterias que 

presentaron susceptibilidad menor de 22 mm a imipenem, meropenem y 

ertapenem, los que también se tamizaron por la Técnica Modificada de Hodge 

(MHT), Acido Borónico y EDTA descritos para la detección y diferenciación 

fenotípica. La confirmación molecular de los  genes  se realizó por PCR para la 

amplificación de los genes codificantes de carbapenemasas. 

 

2.3 Premisas o Hipótesis 

La resistencia a carbapenemes en Enterobacterias es causada por los genes 

bla codificantes de carbapenemasas. 
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2.3.1 Variables 

 Las variables que se utilizaron en este estudio son: 

2.3.1.1 Variable  Dependiente 

Resistencia de Enterobacterias por carbapenemasas 

2.3.1.2 Variable Independiente 

Caracterización molecular de  genes de carbapenemasa 

2.3.1.3 Variables Intervinientes 

Edad, sexo, fuente, procedencia  

 

2.4 Universo y Muestra 

El universo de estudio de esta investigación correspondió a las diferentes 

muestras que ingresaron al laboratorio para la caracterización fenotípica y 

confirmación molecular de genes de resistencia en Enterobacterias, las mismas 

que fueron derivadas de las diferentes unidades de salud pública y privada. El 

universo está conformado por 156 muestras correspondientes a las cepas 

caracterizadas y confirmadas en el laboratorio 

 

2.4.1 Criterios de Inclusión  

 Cepas caracterizadas como Enterobacteriaceae 

 Cepas de aislamiento único 

 Cepas con halos de inhibición de Intermedio o Resistente a 

carbapenemes (imipenem, meropenem y ertapenem) 

 Cepas con registro de datos epidemiológicos completos. 

2.4.2 Criterios de Exclusión 

 Cepas diferentes de la Familia Enterobacteriaceae 

 Cepas aisladas en otro período de estudio 
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 Cepas con registro de datos epidemiológicos no completos. 

 

2.5 CDIU – Operacionalización de las Variables  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6 Gestión de datos 

Los datos generados en esta investigación se analizaron con el programa 

estadístico informático SPSS (Statical Product and Service Solutions). Se 

analizaron las variables cualitativas y cuantitativas mediante la frecuencia. 

 

2.7 Criterios Éticos de la investigación 

Para el desarrollo de la presente propuesta de investigación se respetaron los 

principios éticos relacionados con la investigación que involucran seres 

humanos, enunciados en la Declaración de Helsinski, que proclaman el respeto 

a las personas; la búsqueda del bien y la justicia. Del mismo modo se aplicaron 

los principios enunciados por la Organización Mundial de la Salud (OMS), El 

VA R IA B LE TIP O
ES C A LA  D E 

M ED IC IÓN

M ED IC IÓN  

D E VA LOR ES

No  de  

Entero bacterias  

a is ladas

Cualita tiva No minal  %

Entero bacterias  

frecuentes
Cualita tiva Dis cre ta  %

Genes  bla  Cualita tiva Dis cre ta  %

No  de  K. 

pneum o niae  

po rtado ra  de  

carbapenems a

Cualita tiva Dis cre ta  %

Edad Cuantita tivo Co ntinua  %

Sexo Cualita tiva No minal  %

P ro cedencia  Cuantita tiva Dis cre ta  %
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Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, y lo 

planteado en los objetivos 3 y 11 del “Plan Nacional del Buen Vivir 2013-2017” 

que promulgan “Mejorar la calidad de vida de la población” y “Asegurar la 

soberanía y eficiencia de los sectores estratégicos para la transformación 

industrial y tecnológica” impulsando con ello la investigación científica para el 

mejoramiento de la atención en salud en el país. 

 

Las muestras de pacientes que ingresaron al Dpto. de Bacteriología para la 

confirmación y caracterización molecular de genes de carbapenemasa, se 

procesaron a petición del médico tratante y con el consentimiento voluntario del 

usuario que reconoce la capacidad técnica y la responsabilidad ética de la 

institución de aplicar toda clase de precauciones para proteger la 

confidencialidad de la información que se genera. Además se contó con la 

aprobación del Honorable Consejo Directivo de la Universidad de Guayaquil y 

La Líder del Dpto. donde ejecutó la investigación. 

 

2.8 Metodología 

Se procesaron un total de 112 muestras derivadas de las diferentes unidades 

de salud, pública y privadas que ingresaron al laboratorio para la identificación 

de Enterobacterias, y, las respectivas pruebas, fenotípica y molecular de 

confirmación de genes codificantes de carbapenemasas, responsables de la 

resistencia a carbapenemes. Del total de cepas caracterizadas, solo 42 

identificadas como K. pneumoniae presentaron una zona de inhibiciones ≤ 22 

mm de diámetro para imipenem, meropenem y ertapenem sugestivas de ser 

productoras de carbapenemasas, las mismas que se confirmaron con el Test 
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Modificado de Hodge (MHT). Las técnicas de ácido borónico y EDTA en discos 

fueron utilizados para diferenciar serino carbapenemasas de metaloenzimas. 

Los aislamientos con las características de carbapenemasas se confirmaron 

mediante PCR, para la confirmación del gen codificante de la enzima. 

 

2.8.1 Métodos Fenotípicos 

Para la identificación de los géneros bacterianos se ejecutaron los 

procedimientos del laboratorio utilizados para la caracterización fenotípica 

bacteriana. Las pruebas de susceptibilidad y el test de Hodge modificado se 

realizaron según el procedimiento descrito por el Instituto de Estándares 

Clínicos y de Laboratorio (CLSI 2010, siglas en inglés). Las pruebas de 

susceptibilidad se ensayaron  los antibióticos establecidos como: 

cefalosporinas, monobactames, aminoglucósidos, quinolonas, tetraciclinas y 

carbapenemes mediante el método de difusión: técnica de Kirby Bauer, que 

utiliza, una suspensión bacteriana con una turbidez de 0.5 Mc. Farland, 

inoculada en agar Mueller Hinton pH 7.3, e incubada a 35 °C durante 16-18 

horas. 

 

2.8.2 Test de Hodge Modificado (MTH) 

El test de Hodge modificado se realizó, inoculando sobre agar Mueller Hinton, 

una dilución 1:10 de una suspensión Mac Farland 0.5 de E. coli ATCC 25922, 

dejar secar por 3 minutos, seguido colocar un  disco de ertapenem (10 µg/ml) y 

meropenem (10 µg/ml), a continuación trazar desde el borde del disco hacia la 

periferia, una estría en línea recta de las cepas control positivo y negativo para 

carbapenemasas (K. pneumoniae ATCC BAA-1705 y K. pneumoniae ATCC 
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BAA-1706 respectivamente) y, por último la cepa, posible portadora del gen 

codificante de carbapenemasa, dejar incubando en aerobiosis a 35 °C ± 2 °C, 

por 16-24 horas. La presencia de crecimiento de la cepa hacia el disco de 

carbapenem provocado por la hidrólisis del antibiótico, distorsionando el halo, 

se interpretó como Test Modificado de Hodge positivo. 

 

2.8.3 Prueba de Sinergias 

Para la prueba de sinergia con ácido borónico, se inoculó en una placa de 

Mueller Hinton una suspensión bacteriana, con turbidez Mc. Farland 0.5, a 

continuación se colocaron los discos de: ertapenem (10 µg), Acido Fenil 

Borónico de 300 µg y meropenem (10 µg) entre centro y centro de cada disco, 

se mantuvo una distancia, calculada en base a los diámetros de inhibición 

obtenidos en las pruebas de susceptibilidad iniciales, se incubaron las cajas a 

35 °C ± 2 °C, por 16-24 horas. La observación de sinergia entre el ácido 

borónico y los carbapenemes se consideró positivo para carbapenemasas de 

clase A, más la zona de inhibición ≥ 5 mm, entre el disco de meropenem (10  

µg) y el disco de meropenem suplementado con 10 µl de cloxacillina (750 µg/dl) 

optimizó el resultado. 

 

Para la detección de carbapenemsas de la clase molecular B o metaloenzimas, 

se realizó la prueba de sinergia con EDTA/SMA, para el propósito se inoculó en 

una placa de Mueller Hinton, una suspensión bacteriana, con turbidez Mc. 

Farland 0.5, a continuación, a una distancia ajustada en base a las zonas de 

inhibición primarias, se colocan los discos de: imipenem (10 µg),  el disco del 

inhibidor EDTA/SMA (750 µg de EDTA + 2 mg de SMA) y meropenem (10 µg), 
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se incubaron las cajas a 35 °C ± 2 °C, por 16-24 horas para su revisión. La 

prueba de sinergia con Ácido Borónico y cloxacilina, se realizó con el objetivo 

de diferenciar carbapenemasas de la clase A, de potenciales productores de 

AMP-C. No existen pruebas fenotípicas disponibles con inhibidores específicos 

para la detección de carbapenemasas de la clase D. 

 

La detección molecular de genes codificantes de carbapenemasas (KPC, IMP, 

VIM, NDM y OXA-48) se ejecutó aplicando los procedimientos establecidos en 

los protocolos del Servicio de Antimicrobianos del Instituto Nacional de 

Enfermedades Infecciosas (INEI) – ANLIS “Dr. Carlos Malbran”. Centro 

Regional de Referencia para el Control de Calidad de la Resistencia Bacteriana 

en América Latina. 

 

La caracterización molecular de los genes blaKPC, blaIMP, blaVIM, blaKPC, 

blaNDM, blaOXA-48, se realizó mediante la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) convencional, y la extracción del ADN (Ácido 

Desoxirribonunleico) se hizo mediante el método de ebullición. Anexo1. 
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Capítulo III 

RESULTADOS 

 

3.1 Antecedentes de la unidad de análisis o población 

Universo: 156 muestras que fueron procesadas para investigar los genes 

codificantes de carbapenemasas (blaKPC, blaVIM, blaNDM, blaIMP y blaOXA-48) 

Tamaño de la Muestra: 42(26.9%) K. pneumoniae presentaron sensibilidad 

disminuida a imipenem. 

Muestras positivas.- 34 

 

Tabla 1 y Gráfico 1.- Composición de las muestras procesadas 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis.- Con el objetivo de identificar por PCR, genes bla codificantes de 

carbapenemasas, en cepas con sensibilidad disminuida a carbapenemes,  se 

procesaron 156 cepas de Enterobacterias, aisladas de diferentes muestras que 

ingresaron al laboratorio para la confirmación fenotípica y molecular. Las cepas 

54,5%

12,2%

10,9%

3,8%

3,2%

3,2%

2,6%

2,6%

1,3% 0,6% 0,6% 0,6%
0,6%

0,6%

2,6%

TRI Sangre Orina
Secreciones Herida quirúrgica Ulcera
Líquidos Tejido Absceso

M UEST R A S N º %

TRACTO RESPIRATORIO 

INFEROR
85 54,5

Sangre 19 12,2

Orina 17 10,9

Secreciones 6 3,8

Herida quirúrgica 5 3,2

Ulcera 5 3,2

Líquidos 4 2,6

Tejido 4 2,6

Absceso 2 1,3

Biopsia 1 0,6

Fístula 1 0,6

Lesión 1 0,6

Punta de catéter 1 0,6

M uestra Ambiental 1 0,6

Hisoapado rectal 4 2,6

T OT A L 156 100

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por Q. F. Yolanda Narváez  S.M. 

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por Q. F. Yolanda Narváez S.M. 
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analizadas se obtuvieron de las siguientes fuentes: Secreciones del Tracto 

Respiratorio inferior el 54.5%, sangre 12.2%, orina 10.9%, secreciones de otro 

sitio anatómico 3.8%; 3.2% para herida quirúrgica y ulcera cada una; tejidos y 

líquidos con 2.6%; absceso 1.3%; hisopado rectal 2.6%, y finalmente 0.6% para 

cada una de las muestras de lesión, biopsia, fístula, punta de catéter y 

muestras ambientales. 

 

Tabla 2 y Gráfico 2.- Frecuencia por edad de los pacientes investigados 

para la presencia de carbapenemasas. 

 

 

 

 

 
Análisis.- De las 156 muestras para investigar por PCR la presencia del gen 

portador Carbapenemasa, derivan de personas cuya mediana de edad es 59 

años, correspondientes al 50 percentil.  

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 
Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M.  
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Tabla 3 y Gráfico 3.- Distribución de los géneros de Enterobacterias 

aisladas. 

 

 

 

Análisis.- Las 156 Enterobacterias aisladas, estaban integradas por 99 

(63.5%) cepas de K. pneumoniae; 24 (15.4%) E. coli; 14 (9%) E. clocae; 7 

(4.5%) Serratia marcescens; 4 (2.6%) E. aerógenes; K. Oxytoca, Proteus 

mirabilis y P rettgerii (1.3%) cada uno; C. Koseri, y M. morganii (0.6%) 

respectivamente. 

 

  

ENTEROBACTERIAS  Nº %

K. pneumoniae 99 63,5

E. coli 24 15,4

E. cloacae 14 9,0

S. marcescens 7 4,5

E. aerogenes 4 2,6

K. oxytoca 2 1,3

P. mirabilis 2 1,3

P. rettgerii 2 1,3

C. koseri 1 0,6

M. morgannii 1 0,6

TOTAL 156 100

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 
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Tabla 4 y Gráfico 4.- Distribución de la Muestra. 

 

De la muestra poblacional de 156 datos; 57(36.5%), corresponden a los 

géneros de Enterobacterias recuperados en menor frecuencia; 57(36.5%) K. 

pneumoniae; ambos grupos mostraron zonas de inhibición a imipenem, mayor 

a 22 mm., y 42(26.9%) fueron K. pneumoniae que presentaron sensibilidad 

disminuida a imipenem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis.- Las 42 cepas con sensibilidad disminuida por imipenem se 

ensayaron para la técnica modificada de Hodge (MHT); de las cuales 33 

(78,57%), cepas fueron positivas mientras que el 21,43% no mostraron la 

deformación característica. Así mismo la técnica de sinergia con APB y 

cloxacilina presentaron el 85,71%(36) y 4,76% (2) de rendimiento 

respectivamente. 

  

Enterobacterias Nº %

otras Enterobacterias 

Sensibles a Imipenem
57 36,5

K. pneumoniae Sensible a 

Imipenem
57 36,5

K. peumoniae con 

sensibilidad disminuida a 

imipenem

42 26,9

T OT A L 156 100

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 

 

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 
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Tabla 5 y Gráfico 5.- Muestras con Enterobacterias portadoras de 

carbapenemasas 

De las 42 cepas analizadas mediante PCR, el 81% (34) de cepas de K. 

pneumoniae presentaron el gen bla KPC, y en el 19% de los casos no se 

detectó la presencia del gen, ni los otros genes ensayados: blaVIM, blaNDM, 

blaIMP y blaOXA-48.  

 

 

  

 

 

 

 

 

Las muestras con mayor presencia de carbapenemasas fueron a partir de: 

orina 23.53%(8); secreciones del tracto respiratorio 20.59%(7); sangre, 

secreciones, ulceras con el 11.76%(4)  cada una respectivamente, 8.82% (3) 

para hisopado rectal, seguidas de tejidos, heridas, líquidos y punta de catéter 

con el 2.94% (1) de los casos. 

 

Gráfico 6.- Distribución de KPC, 

según los establecimientos de salud 

Las muestras procesadas para la detección 

del gen KPC, fueron derivadas en mayor  

porcentaje de las unidades de salud privadas.  

MUESTRA º

orina 8 23,53

Sec. TRI 7 20,59

Sangre 4 11,76

Secreción 

Varias
4 11,76

Ulceras 4 11,76

H. Rectal 3 8,82

Tejido 1 2,94

Herida 1 2,94

Líquidos 1 2,94

Punta de 

cateter
1 2,94

TOTAL 34 100

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 
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Cálculo de la Prevalencia. 

Tabla 6.- Prevalencia de pacientes con resultado positivo de 

Enterobacterias portadoras de genes codificantes de Carbapenemasas. 

 

                       34 muestras con Enterobacterias portadoras del Gen bla KPC 

Prevalencia: _____________________________________ : 0,809x 100: 80,9% 

                       42 muestras procedas para identificar genes bla 

 

Análisis.-  De las 42 muestras que se procesaron para identificar el gen bla, en 

el 80,9% de cepas se identificó el gen bla KPC, codificante de carbapenemasa. 

 

Tabla 7 y Gráfico 7.- Frecuencia por edad de los 34 pacientes investigados 

con presencia de carbapenemasas. 

 

 

  
 

 

Análisis.- De las 34 muestras con presencia del gen portador Carbapenemasa 

por PCR, derivan de personas cuya mediana de edad es 56 años, 

correspondiente al 50 percentil.  

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 

 

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 
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Tabla 8.- Frecuencia de casos positivos de carbapenemasas por PCR. 

 

 
Análisis.-  De los 42 aislamientos de K.  pneumoniae, el 81% resultaron 

positivos por PCR para el gen portador de Carbapenemasa, y el 19% 

resultaron negativas, la mayoría fueron muestras de orina. 

 
Tabla 9 y Gráfico 8.- Frecuencia de género de los casos positivos de 

K.pneumoniae, carbapenemasa positivo. 

 
 

 
 

 

 

 

 

Análisis.- De los 34 pacientes positivos con K. pneumoniae portadores del gen 

de Carbapenemasa  el 61,76% eran de sexo masculino y 38.23% de sexo 

femenino.  

SEX O N º %

M asculino 21 61,76

Femenino 13 38,24

TOTA L 34 100

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 

 

Fuente: Registros del Laboratorio 

Elaborado por: Q. F. Yolanda Narváez S.M. 
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Tabla 10.- Prueba de contraste de Hipótesis 

 

El gen de Carbapenemasa está en relación con la edad de los pacientes? 

 

Análisis.- De los 34 pacientes positivos con K pneumoniae. Se observó que la 

edad no está relacionada con la aparición del gen de Carbamapenemas. A 

pesar de que las betalactamasas de tipo KPC se encuentran principalmente en 

Klebsiella pneumoniae y E. coli, cada vez son detectadas en otros tipos de 

bacterias gram negativas. Desde la aparición de las enzimas KPC, el número 

de carbapenemasas plasmídicas se ha proliferado y se han difundido 

rápidamente hasta convertirse en un problema global, dispersándose por todo 

el mundo y siendo responsables de numerosos brotes nosocomiales. Currie, B. 

2012. Muchos autores manifiestan que no hay relación con la edad o el tipo de 

raza y su aparición lo identifican con personas vulnerables, es decir el estado 

crítico en que se encuentran este tipo de pacientes y su manejo hospitalario.  
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Capítulo IV 

DISCUSIÓN 

4.1 Contrastación empírica:  

Las carbapenemasas son un grupo de ß-lactamasas clínicamente importante que ha 

emergido y diseminado entre las Enterobacterias; desde el primer aislamiento en 

Klebsiella pneumoniae en Estados Unidos se ha extendido exitosamente alrededor 

del mundo. En esta propuesta se encontró que el 81% de los aislados eran 

portadores de genes codificantes de carbapenemasa, bla KPC, lo que evidencia  

que las carbapenemasas están circulando en las unidades de donde se derivaron 

las muestras para su detección y confirmación.  

 

4.2 Limitaciones:  

La disponibilidad de documentación bibliográfica, y el acceso a herramientas 

informáticas hace que aplazara la ejecución de la propuesta. 

 

4.3 Líneas de investigación 

El presente estudio se fundamentó en la identificación por PCR de genes 

codificantes de carbapenemasas, el que debe ser complementado con otras 

técnicas moleculares de tipaje como la técnica de campo pulsado (PFGE) de 

referencia para la tipificación de especies bacterianas, que identifique al mismo 

tiempo la relación clonal y las diferencias filogenéticas entre cepas, parámetro de 

utilidad en la vigilancia molecular de especies causante de brotes en las unidades de 

salud; o la técnica molecular de secuenciación, que identifica el serotipo y la relación 

genética no solo con los países de la región sino del continente y del mundo. 
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4.4 Aspectos relevantes 

Para nuestro conocimiento, esta propuesta de investigación fue la primera en 

documentar los genes codificantes de KPC en Enterobacterias aisladas en 

diferentes muestras clínicas.  
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Capítulo V 

PROPUESTA 

La detección de genes de carbapenemasas por PCR debido a su alta sensibilidad y 

especificidad, y a la obtención de resultados en corto tiempo, es la técnica estándar 

para la identificación de genes codificantes de carbapenemasas, en comparación 

con los métodos fenotípicos que presentan gran variabilidad y requieren de varios 

días para el resultado. 

 

 La utilización de PCR en la vigilancia de organismos productores de 

carbapenemasa  se debe desarrollar no solo en caso de brotes sino de manera 

continua y con el propósito de comparar la diversidad genética, ejecutar la técnica de 

electroforesis en campo pulsado y la secuenciación multilocus o MLST que 

identifican clones y complejos clonales altamente epidémicos dispersos y reportados 

en áreas geográficas diferente, lo que evidencia la trasferencia intercontinental de 

especies  

 

Se ha descrito que el serotipo clonal de K. pneumoniae ST258 ha sido identificado 

como productor de carbapenemasa mediado por plásmidos lo que ha facilitado su 

diseminación a nivel mundial. 

 

 

 

 

 



 

36 

 

Conclusiones y Recomendaciones 

 

Del conjunto de cepas procesadas, el único género de Enterobacterias que presentó 

sensibilidad disminuida a carbapenemes fue K. pneumoniae en un total de 42 cepas.  

Los métodos microbiológicos o fenotípicos; MHT (Técnica Modificada de Hodge) y 

Ácido Borónico, exhibieron el 78,57% y el 85,71% de cepas positivas en cada uno 

de los métodos ensayados, lo que predice la presencia de carbapenemasas; y la 

ausencia de sinergia frente al disco combinado de meropenem/cloxacilina, con un 

rendimiento del 4.76% confirma carbapenemasa de la Clase A, pero debido a que 

presentan gran variabilidad, es recomendable asociar estos resultados con métodos 

moleculares como PCR para la confirmación e identificación final de tipo de 

carbapenemasas. 

 

El 34 (81%) cepas procesadas por PCR presentaron el gen bla que codifica para 

carbapenemasas de la clase A tipo KPC evidenciado la presencia de la enzima en la 

unidades de salud derivantes de las muestras. El 19% (8) cepas no evidenciaron la 

presencia del gen bla KPC, ni los otros genes ensayados, propuestos en esta 

investigación, indicando que estos aislados transportan otro mecanismo de 

resistencia que no involucra carbapenemasas. 

 

Las cepas de K. pneumoniae portadoras de carbapenemasa,  según el sitio de 

aislamiento, fueron orina con 8(23,53%) casos, seguida de 7(20,59%) muestras del 

tracto respiratorio inferior; más sangre, secreciones y úlceras con el 11,76% (4) de 

los casos cada una, correspondiéndole a tejido, herida, líquidos y punta de catéter el 

2,94% a cada una e hisopado rectal en el 8.82%.   
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Los diferentes tipos de muestras procesadas demuestran la presencia de 

carbapenemasa en diferentes escenarios recomendados para la vigilancia activa de 

CRE, que promueve la evaluación de colonizantes (hisopado rectal) e infectados 

(muestras clínicas) para la temprana identificación de un brote e implementar las 

precauciones necesarias para el cuidado de los pacientes con Enterobacterias 

portadoras de Carbapenemasas y prevenir su diseminación dentro de la unidad. 

 

Estos tipos de muestras se asocian a pacientes con infecciones previas, con  

presión selectiva de antibiótico originado por tratamiento prolongado de los mismos 

que influencia la colonización de estos organismos. Así mismo los dispositivos de 

larga permanencia como catéteres que contribuyen a la adquisición de 

carbapenemasas. 

 

La edad promedio de los pacientes con cepas portadoras de KPC fue de 54, y su 

presencia no está asociada a la edad, sino a factores de riesgo que pueden ser 

independientes como la permanencia prolongada en las unidades de cuidado 

intensivo, el estado funcional del paciente y la terapia previa de antibióticos. Otros 

factores de riesgo que se han asociado con carbapenemasas  son los trasplantes de 

órganos y de células. 
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Anexos 

 

Anexo 1.- Caracterización Molecular de Genes de Carbapenemasas 

Extracción de ADN a partir de cepa, mediante el Método de Boiling 

 

Muestra: Cepas de Enterobacterias con sensibilidad disminuida a carbapenemes. 

Extracción 

Colocar 100 µl  de agua destilada calidad PCR en un tubo eppendorf de 1,7 ml  

Colocar 4-5 colonias de un cultivo fresco de Enterobacteriaceae de 18-24 h, 

sembrado en agar soya, disolver totalmente la cepa que no queden grumos 

Colocar los tubos en el Thermomixer calentado  a 100 °C  

Calentar por 10 min con agitación constante. 

Centrifugar a 12000 rpm por 10 min. 

Separar el sobrenadante y conservarlo a - 20 °C hasta su uso 

Preparación de los Reactivos 

Agua destilada calidad PR 

Buffer 10 X (Invitrogen) 

Cl2Mg 50mM (Invitrogen) 

dNTP´s 100 mM  

Taq- Polimerasa 5 U/ µl 

Primers o cebadores  

KPC-F  AAC AAG GAA TAT CGT TGA TG 

KPC-R  AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA 

VIM-F   AGT GGT GAG TAT CCG ACA G 

VIM R ATG AAA GTG CGT GGA GAC 
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IMP-U F1 GGY GTT TWT GTT CAT ACW TCK TTY GA 

IMP-U R1 GGY ARC CAA ACC ACT ASG TTA TCT 

NDM-F AGC ACA CTT CCT ATC TCG AC 

NDM-R GGC GTA GTG CTC AGT GTC 

OXA48-F ATGCGTGTATTAGCCTTATCGG 

OXA48-R2 TGAGCACTTCTTTTGTGATG 

16S-P AGGAGGTGATCCAACCGCA 

16S-M AACTGGAGGAAGGTGGGGAT 

Materiales 

Pipetas automáticas de 0,5- 10 µl; 20-50 µl; 200-1000 µl  

Puntas con filtro para cada pipeta 

Gradillas para tubos eppenddorf 

Tubos eppendorf de 1,7 ml, 100 µl. 

Cálculo del volumen y concentraciones de los reactivos para la amplificación 

de los genes a caracterizar. 

 

 

 

 

 

 

Colocar en los tubos agua destilada grado PCR, luego agregar la cantidad necesaria 

de cada reactivo en el orden de: buffer, seguido del Cl2Mg, dntp´s, primer F y primer 

R. y por último la Taq 

Distribuir volúmenes de 22,5 µl de la mix en los tubos codificados (100 µl) 

REACTIVOS VOLUMEN (µl)

Agua 17,6

Buffer 10 X 2,5

Cl2Mg (50 mM) 0,75

dNTṔ s (10 mM) 0,5

Taq (5U/µl) 0,15

Primer Forw ard (10 µl) 0,5

Primer Reverse (10 µl) 0,5

ADN 2,5

Vol. Final 25
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Secuencia de los iniciadores y condiciones de amplificación 

 
 
 
Evaluación e Interpretación de los Resultados 

Control Negativo: Ausencia de amplificación con el control negativo 

Control Positivo: Presencia de bandas nítidas, y con el peso molecular esperado 

del gen esperado 

Control con 16S: Presencia de bandas, indicativo que hay amplificación. 

 

P R IM ER S
SEC UEN C IA  D E LOS C EB A D OR ES

5´--3´
GEN A M P LIC ON  

D esnaturalizació n 

inicial
C iclado

Extensió n 

F inal

KPC-F AAC AAG GAA TAT CGT TGA TG KPC

KPC-R AGA TGA TTT TCA GAG CCT TA

VIM -F  AgT ggT gAg TAT CCg ACA g vim

VIM -R  ATg AAA gTg CgT ggA gAC

IM P-UF1  GGY GTT TWT GTT CAT ACW TCK TTY GA IM P

IM P-UR1   GGY ARC CAA ACC ACT ASG TTA TCT

NDM -F AGC ACA CTT CCT ATC TCG AC NDM

NDM -R GGC GTA GTG CTC AGT GTC

OXA48-F ATGCGTGTATTAGCCTTATCGG OXA-48

OXA48-R TGAGCACTTCTTTTGTGATG

72 °C por 10 

min

72 °C por 5 min

72 °C por 5 min

72 °C por 10 

min

72 °C por 10 

min

30-35 ciclos de: 94 °C 30 seg--50 °C 30 

seg-- 72 °C 60 seg.

30-35 ciclos de: 94 °C 30 seg--57 °C 30 

seg-- 72 °C 30 seg.

30-35 ciclos de: 94 °C 30 seg--50 °C 30 

seg-- 72 °C 30 seg.

30-35 ciclos de: 94 °C 30 seg--50 °C 30 

seg-- 72 °C 60 seg.

30-35 ciclos de: 94 °C 30 seg--50 °C 30 

seg-- 72 °C 60 seg.

310 pb

916 pb

404 pb

512 pb

775 pb

94 °C por 5 min

94 °C por 5 min

94 °C por 5 min

94 °C por 5 min

94 °C por 5 min


