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RESUMEN 

 

El propósito de este trabajo fue analizar la presencia de plásmidos conjugativos 

que portan genes de resistencia a β-lactámicos en cepas de enterobacterias, 

aisladas de pacientes con infecciones intrahospitalarias, del Hospital 

Universitario “Antonio Patricio Alcalá”, Cumaná, estado Sucre, durante el 

período comprendido entre septiembre y noviembre de 2005. La extracción de 

los plásmidos conjugativos se realizó en ocho cepas de enterobacterias y sus 

respectivas transconjugantes, obtenidas previamente mediante conjugación 

bacteriana; para tal fin se empleó el método de lisis alcalina con fenol- 

cloroformo y el estuche Wizards Plus SV Minipreps (Promega). Para obtener el 

perfil de restricción de los plásmidos, el ADN plasmídico fue digerido con las 

enzimas EcoRI y NheI. La presencia de los genes que codifican resistencia a β-

lactámicos se realizó empleando la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) con el uso de iniciadores específícos para los genes blaSHV   

y blaTEM. Se logró aislar plásmidos, mediante el método de lisis alcalina con 

fenol cloroformo, en todas las cepas donantes, pero no se aisló en cuatro 

transconjugantes, mientras que con el método de extracción estuche Wizards 

Plus SV Minipreps (Promega) se obtuvo aislamiento plasmídico en las ocho 

cepas donantes y en seis  transconjugantes. El análisis de restricción de los 

plásmidos no permitió definir ningún perfil en las cepas, ya que no se 

produjeron cortes con las enzimas empleadas. En seis aislamientos plasmídicos 

se logró obtener amplificación para el gen blaSHV, y en dos la presencia del gen 

blaTEM. Los resultados revelan la existencia de plásmidos conjugativos en cepas 

de enterobacterias que portan genes de resistencia a β-lactámicos. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La aparición de cepas resistentes es una respuesta evolutiva frente a los 

fuertes procesos de selección natural, inducidos por el uso de antimicrobianos 

elaborados por el hombre. La resistencia bacteriana se define como una 

condición microbiológica, caracterizada por la capacidad que tiene una bacteria 

de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o bacteriostáticos de un 

antimicrobiano (Bruin, 1994). 

 

Una bacteria puede adquirir resistencia debido a mutaciones en el cromosoma 

bacteriano o a la incorporación de genes o conjunto de genes, transferidos 

desde otras especies a través de elementos genéticos extracromosómicos 

conocidos como plásmidos (Gupta et al., 2003; Narváez et al., 2005; Mulvey et 

al.,.2009). Éstos son elementos extracromosómicos de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena, que se replican de forma 

independiente del cromosoma de la célula hospedadora y presentan un tamaño 

que oscila entre menos de 10 a más de 400 kilobases (Alonso et al., 2001; 

Carattoli, 2009). 

 

Los plásmidos pueden clasificarse por su tamaño, en pares de bases (pb), por 

el número de copia en la bacteria, en unicopia o multicopia, por el tipo de genes 

que porta, en  plásmidos de virulencia, de resistencia a antimicrobianos, entre 

otros. También pueden clasificarse en grupos de incompatibilidad; se informa 

que dos plásmidos pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad, cuando son 

incapaces de coexistir en la misma célula bacteriana (Alonso et al., 1999; 

Alonso et al., 2000; Alonso et al., 2001). 

 

La gran mayoría de los plásmidos, en general los de mayor tamaño, suelen ser 

capaces de transferirse de una bacteria a otra mediante un proceso llamado  

conjugación,    estos   plásmidos    conjugativos   codifican   todos   los  factores 
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necesarios para su transferencia (Carattoli, 2009). 

 

Algunos plásmidos más pequeños, llamados no conjugativos, pueden ser 

movilizados debido a que poseen los genes necesarios para permitir su 

movilización, pero no codifican las proteínas necesarias para ser transferidos 

(Actis et al., 2000; Betancour et al., 2006). 

 

Estas estructuras codifican funciones consideradas como no esenciales para la 

actividad fisiológica normal de las bacterias; sin embargo, estos elementos 

portan genes para una enorme variedad de funciones que les confieren a los 

organismos hospedadores ventajas competitivas frente a otros, en el proceso 

de colonización de nuevos ambientes. Los plásmidos estudiados con mayor 

frecuencia son aquellos capaces de conferir resistencia a una amplia variedad 

de antimicrobianos, metales pesados y otros inhibidores del crecimiento (Kado, 

1998; Alonso et al., 2002; Carattoli, 2009). Además de la resistencia a los 

antimicrobianos,  pueden codificar para una amplia variedad de funciones. Kado 

(1998) propuso que las funciones de un plásmido pueden agruparse en cuatro 

categorías: resistencia, energía y metabolismo, virulencia, patogenicidad y 

simbiosis, y diseminación y perpetuación.  

 

La resistencia a los agentes antimicrobianos es un problema de salud pública a 

nivel mundial. Tiene un alto impacto sobre las tasas de morbilidad y mortalidad, 

limita las opciones terapéuticas e incrementa los costos por concepto de terapia 

alternativa y estadía hospitalaria (Araque et al., 2000; Redondo y Alonso, 2007). 

 

Desde el punto de vista de salud pública, los determinantes genéticos de mayor 

importancia que pueden ser portados por plásmidos, son los que codifican para 

los factores de virulencia y aquellos asociados a la resistencia bacteriana. Los 

plásmidos portadores de determinantes de resistencia, con capacidad 

conjugativa o de movilización, son estructuras extracromosomales de relevancia 
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epidemiológica, debido a la capacidad que tienen de promover la diseminación 

horizontal de un gran número de genes que codifican resistencia contra los 

antimicrobianos empleados en el tratamiento de las infecciones 

intrahospitalarias (IIH), hecho que contribuye al incremento de las poblaciones 

bacterianas resistentes y, además, promueven la aparición de cepas patógenas 

multirresistentes (Redondo y Alonso, 2007; Beatson et al., 2009).  

 

La conjugación es considerada un mecanismo complejo de transferencia de 

material genético, que juega un papel primordial en el flujo de genes entre 

bacterias, razón por la cual se considera una de las principales causas de la 

evolución y diversidad genética que existe entre los microorganismos 

bacterianos (Frost et al., 2005; Redondo y Alonso, 2007). La conjugación ocurre 

mediante el contacto directo entre las células, el proceso es mediado por una 

serie de proteínas codificadas por genes presentes en el plásmido, que ocupan 

una porción de hasta 33 kilobases. El proceso de conjugación es una parte del 

ciclo de vida de un plásmido conjugativo, y es considerado un tipo de 

replicación especial, mediante el cual, una hebra de ADN es mantenida en la 

célula donante, mientras que la segunda hebra es transferida a una célula 

receptora en dirección 5’ 3’ (Lawley et al., 2002).  

 

El intercambio de material genético, entre poblaciones bacterianas, permite la 

adquisición de características  fenotípicas  que  originan  la  aparición  de cepas 

bacterianas con nuevos  fenotipos, lo que puede resultar ventajoso, 

especialmente cuando el ADN adquirido codifica  resistencia  a  los  agentes 

antimicrobianos  (Ariffin et al.,  2004;  Byarugaba,  2004).Los mecanismos de 

resistencia adquiridos y transmisibles son de gran interés clínico y 

epidemiológico. Una cepa bacteriana puede desarrollar  varios  mecanismos  de 

resistencia   frente  a  uno  o  varios antibióticos  y,  del  mismo  modo,  un 

antibiótico  puede  ser  inactivado  por distintos mecanismos en diversas 

especies bacterianas.  
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Los  β-lactámicos, por ser altamente eficaces, tener baja toxicidad y ser de 

amplio espectro, son la primera opción terapéutica a emplear en el tratamiento 

de las infecciones, tanto intrahospitalarias como comunitarias, causadas por 

bacilos Gram negativos; sin embargo, la efectividad de los mismos ha sido 

reducida por los distintos mecanismos de resistencia adquiridos por las 

bacterias (Giamanellou, 2005; Denton, 2007). 

 

La producción de enzimas β-lactamasas es el principal mecanismo de 

resistencia presente en la mayoría de las enterobacterias; éstas son enzimas de 

carácter proteico, capaces de hidrolizar el anillo amida presente en los β-

lactámicos, y pueden ser codificadas por genes localizados en el cromosoma 

bacteriano, en plásmidos o en transposones (Tafur et al., 2008). 

 

Las enzimas β-lactamasas han sido clasificadas con base en su punto 

isoeléctrico, especificidad de sustrato y secuencia de aminoácidos; 

actualmente, la clasificación más utilizada para estas enzimas ha sido la 

propuesta por Bush et al. (1995), donde se emplean los criterios de 

funcionalidad clásicos con los aspectos moleculares. El grupo 2b de la 

clasificación Bush, Jacoby y Medeiros, incluye  a las enzimas TEM-1, TEM-2  y 

SHV-1, también conocidas como  β-lactamasas de espectro ampliado (BLEA), 

presentes, generalmente, en bacilos Gram negativos, las cuales,  debido  a 

mutaciones  puntuales  ocurridas  en  su  centro  activo, han  aumentado  el 

espectro  de  su  actividad  hidrolítica   y  reducido   la   actividad  de  un amplio 

rango de  β-lactámicos de espectro extendido, que incluyen a las cefalosporinas 

de  tercera  generación,  cefepima y aztreonam, no siendo activas  contra  los 

carbapenemas  (Bradford,  2001; Rice, 2001).  

 

En un ambiente hospitalario, los pacientes tienen un alto riesgo de contraer 

infecciones, generalmente producidas por microorganismos que se han 

acumulado a través de un proceso de selección, y que presentan resistencia a 

4 

 



los antibióticos comúnmente usados para el tratamiento de las enfermedades 

infecciosas, reduciendo la eficiencia del tratamiento de las IIH (Calderón y 

Yagui, 2002; Narváez et al., 2005; Bogaerts et al., 2009). 

 

Las IIH adquieren cada día más relevancia, por las consecuencias económicas, 

sociales y de salud que desencadenan en los individuos que las padecen. Su 

frecuencia en un periodo dado puede ser tomada como un indicador de la 

calidad de atención médica, conjuntamente con indicadores de mortalidad y 

morbilidad (Nodarse, 2002).  

 

Ryoo et al. (2005) realizaron una investigación para determinar la diseminación 

de β-lactamasas en cepas intrahospitalarias de E. coli y K. pneumoniae, 

aisladas de 12 hospitales de Corea, tales investigaciones reportaron la 

presencia de los genes  blaTEM  y blaSHV-12  en plásmidos. 

 

Muzachiodi y Ferrero (2005), en Argentina, determinaron la incidencia de 

enterobacterias productoras de BLEE en pacientes internados en el Hospital-

Escuela “José Francisco de San Martín”, dicha investigación indicó que 31,10% 

de las cepas presentaban moléculas plasmídicas responsables de conferir 

resistencia a los β-lactámicos. 

 

Sánchez et al. (2006) realizaron ensayos de conjugación bacteriana in vitro a 3 

cepas de K. pneumoniae productoras de  β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE), aisladas de hospitales chilenos, y evidenciaron, tanto 

fenotípica como genotípicamente, la transferencia horizontal de genes de 

resistencia que codifican BLEE, así como genes que codificaban  resistencia a 

otros grupos de antimicrobianos. 

 

Subramaniam et al. (2006), en  una  investigación  realizada,  en  Malasia,  a 11 

cepas  de  E. coli, encontraron que  todas fueron  fenotípicamente productoras 
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de BLEE y genotípicamente presentaban la enzima SHV-5, la cual estaba 

codificada en un plásmido conjugativo 12 000 pb. 

 

En el ámbito nacional, Pedroza et al. (2001) investigaron sobre resistencia 

bacteriana en el Hospital Universitario de Caracas y demostraron que, un 

80,00% de las cepas de bacilos Gram negativos de origen hospitalario eran 

multirresistentes y, de éstas, el 31,00% presentaban plásmidos conjugativos 

capaces de codificar resistencia a un número representativo de agentes 

antimicrobianos. 

 

Alonso et al. (2005) determinaron la capacidad de diseminación plasmídica 

entre bacterias, y demostraron la presencia de diferentes  plásmidos 

conjugativos en el Hospital Clínico Universitario de Caracas, mediante  la 

comparación  de las bandas  obtenidas  en el  perfil  de  restricción  del  ADN 

plasmídico  en  los géneros  Escherichia, Klebsiella, Enterobacter. 

 

Redondo y Alonso (2007)  aislaron y caracterizaron plásmidos conjugativos en 

cepas de E. coli y K. pneumoniae multirresistentes, provenientes de pacientes 

atendidos en cuatro centros de salud del área metropolitana de Caracas, 

demostrando la presencia de moléculas plasmídicas de gran tamaño en el 

67,00% de las cepas estudiadas. 

 

Guzmán y Alonso (2009) evaluaron la presencia de plásmidos transferibles en 

cepas de K. pneumoniae, provenientes de pacientes atendidos en diferentes 

áreas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá” (HUAPA), y 

demostraron que el 80,00% de las cepas presentaron plásmidos de ≥12 000 pb 

y, de acuerdo con los patrones de restricción obtenidos, detectaron tres tipos de 

plásmidos circulando en el centro hospitalario. 

 

Un aspecto esencial de la investigación epidemiológica de las IIH es la 
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búsqueda de la relación clonal entre cepas bacterianas y de los tipos de 

plásmidos que portan genes de resistencia circulantes en un centro hospitalario, 

por ello, en este estudio, se analizaronlos distintos plásmidos conjugativos que 

confieren resistencia a β-lactámicos en cepas de enterobacterias aisladas de 

pacientes con infecciones intrahospotarias, en diferentes áreas del Hospital 

Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”. 

 



METODOLOGÍA 

 

Cepas bacterianas 

 

Se emplearon ocho cepas de enterobacterias (donantes), aisladas de pacientes 

con IIH, atendidos en las áreas de cuidados intensivos, medicina, cirugía y retén 

del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, durante el período 

comprendido entre septiembre y noviembre de 2005 (Tabla 1). También se 

incluyeron ocho cepas transconjugantes, obtenidas previamente, mediante el 

proceso de conjugación in vitro a partir de las cepas donantes nombradas 

anteriormente (Silva, 2009) (Tabla 2). Tanto las cepas donantes como las 

transconjugantes son resistentes a los β-lactámicos y productoras de BLEE. 

Estas cepas se encontraban preservadas en agar conservación en el 

Laboratorio de Bacteriología Molecular del Departamento de Bioanálisis. 

 

Reactivación de cepas 

 

A partir del medio conservación, se procedió a inocular cada una de las cepas 

bacterianas en caldo infusión cerebro corazón (BHI, Britania) y se incubaron a 

37ºC por 24 horas en aerobiosis; posteriormente, se sembraron en agar 

MacConkey (AMC, BBL) con la finalidad de verificar su pureza y observar las 

características macroscópicas de las colonias, así como los cambios producidos 

en el medio AMC que refleja la fermentación o no de la lactosa por parte de 

algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae. 

 

Confirmación de las cepas 

 

El género y la especie se confirmó mediante el protocolo de identificación 

convencional para enterobacterias, incluyendo las siguientes pruebas 

bioquímicas: fermentación de azúcares (medio Kligler), utilización de  citrato 
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(medio citrato Simmons),  producción de la enzima ureasa (agua peptonada), 

vía de fermentación de la glucosa (caldo rojo metilo-Voges Proskauer), 

motilidad, producción de indol, descarboxilación de la ornitina (medio MIO) y 

descarboxilación de la lisina (caldo lisina) (Koneman et al., 2008). 

 

Tabla 1. Características epidemiológicas y fenotípicas de las cepas donantes de 

enterobacterias aisladas de pacientes con IIH en diferentes áreas del Servicio 

Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá” 

Cepas 
Estadía 
(días) 

Muestra Servicio Resistencia BLEE 

Esp 06 7 Catéter UCl 
AMP CF FOX CAZ 
CTX SXT CL CIP 

+ 

Kp 09 9 Secreción Medicina A AMP CF CAZ CTX GN + 

Esp 12 13 Secreción Medicina C
AMP CF CAZ CTX AK 

GN CL 
+ 

Esp 16 9 Secreción UCI 
AMP CF CAZ CTX AK 

GN CL 
+ 

Kp 22 5 Secreción UCI 
AMP CF CAZ CTX 
SXT CL CIP GN AK 

+ 

Esp 28 7 Secreción UCI 
AMP CF CAZ CTX AK 

GN CL 
+ 

Esp 29 
 

7 Secreción UCI 
AMP CF CAZ CTX AK 

GN 
+ 

Kp 33 
 

5 Heces Retén 
AMP CF CAZ CTX 

SXT CL 
+ 

BLEE: β-lactamasas de espectro extendido, UCI: unidad de cuidados intensivos, Kp: K. 
pneumoniae, Ec: E. coli, Esp: Enterobacter sp, AMP: ampicilina FOX: cefoxitin CF: cefalotina 
CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, AMC, CL: cloranfenicol, SXT: trimetropin-sulfametoxazol, 
CIP: ciprofloxacina, GN: gentamicina, AK: amikacina. 
 

Confirmación de la resistencia y de los  determinantes de resistencia 

transferidos 

 

La confirmación de la resistencia bacteriana se realizó mediante el método de 
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difusión del disco, descrito por  Bauer et al. (1966), y siguiendo los lineamientos 

para enterobacterias, propuestos por el Instituto de estándares clínicos y 

laboratorios, del inglés: “Clinical and Laboratory Standard Institute” (CLSI, 

2011). Se preparó una suspensión bacteriana de la cepa transconjugante en 4,5 

ml de solución salina fisiológica estéril, a partir de un crecimiento de 18 horas, 

sembrado en agar tripticasa de soya (ATS) (Himedia, India), ajustando al patrón 

de 0,5 en la escala de MacFarland, correspondiente a 1,5 x 108 unidades 

formadoras de colonias (UFC) por mililitro.  

 

Una vez que se obtuvo la turbidez respectiva, se impregnó un hisopo estéril en 

la suspensión y se diseminó uniformemente sobre la superficie del agar Mueller 

Hinton (Himedia). Se ensayaron los siguientes antimicrobianos: ampicilina (30 

μg), cefalotina (30 μg), cefotaxima (30 μg), ceftazidima (30 μg), amoxicilina-

ácido clavulánico (20/10 μg), imipenem (10 μg), amikacina (30 μg), gentamicina 

(30 μg), ciprofloxacina (5 g), trimetropin-sulfametoxazol (1,25/23,75 μg) y  

cloranfenicol (30 μg), todos de la marca OXOID. Las placas fueron incubadas a 

35ºC, durante 18 horas, en ambiente de aerobiosis y, posteriormente, se realizó 

la lectura de los halos de inhibición empleando una regla milimetrada. 

 

El halo de inhibición observado en la cepa bacteriana ante cada antimicrobiano 

se interpretó siguiendo los valores de referencia señalados en la tabla de CLSI 

(2011) como sensible, resistente intermedio y resistente. 

 

La presencia fenotípica de BLEE se determinó mediante la técnica de 

sinergismo de doble disco, descrita por Jarlier et al. (1988), siguiendo los 

lineamientos establecidos por CLSI (2011), M100-S20 (M2). En una placa de 

agar Mueller Hinton inoculado con una suspensión de cada cepa, preparada en 

4,5 ml de solución salina fisiológica estéril y ajustada al patrón 0,5 de 

MacFarland, se procedió a colocar en el medio un disco de amoxicilina-ácido 

clavulánico (20/10 μg); posteriormente, a cada lado se colocaron los discos de 
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cefotaxima (30 μg) y ceftazidima (30 μg), a una distancia lineal de 15 mm del 

disco de ácido clavulánico. La presencia de un sinergismo entre alguna de las 

cefalosporinas de tercera generación y el ácido clavulánico se interpretó como 

producción de BLEE. 

 

Para comprobar la calidad de los discos, así como de los medios de cultivo, se 

emplearon las cepas controles Escherichia coli, American Type Culture 

Collection (ATCC) 25922 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. 

Tabla 2. Características fenotípicas de las cepas transconjugantes obtenidas 

mediante el proceso de conjugación bacteriana (Silva, 2009) 

Cepas Resistencia BLEE 
TEsp 06 AMP CF CAZ CTX AMC CL + 
TKp 09 AMP CF CAZ CTX AMC GN + 
TEsp 12 AMP CF CAZ CTX AMC CL + 
TEsp 16 AMP CF CAZ CTX AMC + 
TKp 22 AMP CF CAZ CTX AMC AK GN CL + 
TEsp 28 AMP CF CAZ CTX AMC CL + 
TEsp 29 AMP CF CAZ CTX AMC + 

TEsp: Transconjugante Enterobacter sp, TKp: Transconjugante klebsiella pneumoniae, AMP: 
ampicilona CF: cefalotina CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, amoxicilina-ácido clavulánico, 
GN: gentamicina, AK: amikacina, BLEE: β-lactamasas de espectro extendido. 

TKp 33 AMP CF CAZ CTX AMC GN CL + 

 

Aislamiento de  plásmidos empleando el método de lisis alcalina 

 

Para  determinar la presencia de plásmidos se realizó la técnica de extracción 

modificada de lisis alcalina (Birboim y Doly, 1979). El aislamiento se inició a 

partir 20,0 ml de cultivo en medio LB crecido a 37ºC, en una atmósfera de 

aerobiosis y con agitación constante durante 18 horas; a continuación, las 

células bacterianas se recolectaron por centrifugación a 4 000 g, durante 10 

minutos, se recuperó el sedimento y se añadieron 200 µl de solución I (glucosa 

50,0 mmol.l-1, Tris-HCl 25,0 mmol.l-1, EDTA 10,0 mmol.l-1, pH 8,0). 

Posteriormente, se le colocaron 10,0 µl de lisozima, preparada en Tris-HCl 10,0 

mmol.l-1,  y se incubó por 20 minutos a 37ºC. Luego, se agregaron 400,0 µl de 
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solución de lisis (NaOH 0,2 mol.l-1, SDS 1,0%, pH 11,0), se mezcló suavemente 

por inversión y se incubó  en hielo  durante 10 minutos; al finalizar esta 

incubación, se le añadieron 300,0 µl de solución III (acetato de potasio 3,0  

mol.l-1, pH 4,8), se mezcló por inversión y se incubó en hielo durante 10 

minutos, se centrifugó durante 15 minutos a 12 000 g y al sobrenadante se le 

agregó fenol-cloroformo (1:1). La solución  se mezcló y se centrifugó a 13 500 

g, durante 15 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo corex estéril, 

cuidando de no tomar suspensión cercana a la interfase, se le añadió 1,0 ml de 

etanol puro (100%), se mezcló por inversión y se dejó a temperatura ambiente; 

luego, se centrifugó por 10 minutos a 13 500 g, al precipitado  se  le  agregó 1 

ml  de  etanol  al  70,0%,  se  mezcló y, posteriormente, se centrifugó a 13 500 g 

por 10 minutos, el sedimento se dejó secar a 37ºC. El precipitado se 

resuspendió en 20,0 µl de agua purificada y, finalmente, se almacenó a -20ºC. 

 

Aislamiento de  plásmidos mediante el estuche Wizard Plus SV Minipreps 

 

Con el fin de obtener mayor rendimiento, y pureza de ADN plasmidíco se 

empleó el estuche de extracción Wizard Plus SV Minipreps (promega). Para 

ésto, se partió de 10,0 ml de un cultivo de la cepa crecida en una atmósfera de 

aerobiosis a 37ºC, con agitación constante, durante 18 horas, la cual se 

centrifugó a 10 000 g, durante 10 minutos.  Se resuspendió  el sedimento con 

250 μl de la solución de resuspensión celular, luego se agregaron 250,0 μl de 

solución de lisis celular, se mezcló por inversión y se incubó 5 minutos a 

temperatura ambiente. Se añadieron 10,0 μl de la solución proteasa alcalina, se 

mezcló por inversión, y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente. Se 

agregaron 350,0 μl de la solución de neutralización y se mezcló por inversión. 

Se centrifugó a 13 000 g durante 10 minutos a 4ºC, y el sobrenadante se 

recolectó en una columna (Wizard SV Minicolumn), se centrifugó a 13 000 g, 

durante 2 minutos, a temperatura ambiente. Se retiró la columna y se descartó 

el filtrado del tubo de recolección, se  volvió a insertar la columna y se 
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agregaron 750,0 μl de solución de lavado; luego se centrifugó a 13 000 g, por 2 

minutos. Se desechó nuevamente el filtrado y se repitió este último paso, esta 

vez con 250,0 μl de solución de lavado y se centrifugó a 13 000 g, por 2 

minutos, a temperatura ambiente,  la columna se transfirió a un tubo Eppendorf 

de 1,5 ml estéril y se agregaron 100,0 μl de agua libre de nucleasa; a 

continuación, se centrifugó a 13 000 g, durante 2 minutos, a  temperatura 

ambiente. Se desechó la columna y el ADN se almacenó a -2ºC. 

 

Perfil de restricción plasmídico en las cepas mediante cortes específicos 

con la enzima EcoRI, NheI 

 

Para obtener el perfil de restricción de los plásmidos, se mezcló 16 µl del ADN 

plasmídico aislado con 2,0 µl de agua bidestilada estéril, 2,0 µl  buffer óptimo 

para la enzima de restricción, 1,0 µl ARNasa y 2,0 µl de la enzima  EcoRI ó 

NheI, a la temperatura de 37ºC en una hora, la digestión se dejó durante toda la 

noche. 

 

Detección de los genes blaSHV y blaTEM   en plásmidos. 

 

Los genes se determinaron mediante la técnica de PCR, empleando 

oligonucleótidos específicos que hibridan en regiones conservadas para  todos 

los genes blaTEM y blaSHV.  

 

Los  oligonucleótidos SHV-F: 5’-ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG-3’  y SHV-R: 

5’-CGT TTC CCA GCG GTC AAG G-3’, permitieron amplificar un producto de 

840 pb (Brisse y Verhoef, 2001), y TEM-F: 5‘-ATG AGT ATT CAA CAT 

TTC.CG-3‘ y TEM-R: 5‘-CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG-3 un producto de 

867 pb (Eckert et al., 2004).  

 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)   
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Los genes se determinaron mediante la técnica de PCR, empleando 

oligonucleótidos específicos que hibridan en regiones conservadas para  todos 

los genes blaTEM y blaSHV.  

 

Los  oligonucleótidos SHV-F: 5’-ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG-3’  y SHV-R: 

5’-CGT TTC CCA GCG GTC AAG G-3’, permitieron amplificar un producto de 

840 pb (Brisse y Verhoef, 2001), y TEM-F: 5‘-ATG AGT ATT CAA CAT 

TTC.CG-3‘ y TEM-R: 5‘-CCA ATG CTT AAT CAG TGA GG-3, un producto de 

867 pb (Eckert et al., 2004).  

 

Electroforesis 

 

Las muestras de ADN  y los productos amplificados se observaron en un gel de 

agarosa al 2,00% preparado con buffer TBE 1X (Stock 10X: tris base 0,89 

mmol.l-1, EDTA 0,02 mmol.l-1). Este buffer se utilizó además para realizar las 

migraciones electroforéticas. 

 

Para las corridas electroforéticas se empleó un buffer de carga (azul de 

bromofenol 0,25% y sacarosa 0,25%). Este buffer se mezcló con la muestra. 

Las muestras en el gel se corrieron entre 80 a 100 voltios, durante 1 hora, 

aproximadamente. 

 

Los geles fueron coloreados con solución de bromuro de etidio 0,50 µg.ml-1, 

durante 5 minutos, y el exceso se eliminará al mantener el gel en agua durante 

5 minutos. Las bandas plasmídicas se observaron en un transiluminador de la 

luz ultravioleta y finalmente fueron fotografiadas y analizadas. 

 

Análisis estadístico 
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Se realizó un análisis estadístico descriptivo de los resultados obtenidos, los 

cuales se representó en tablas y figuras (Jiménez, 2000). 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

La resistencia a los antimicrobianos constituye un importante problema de salud 

pública, sobre todo cuando los genes que codifican la resistencia se encuentran 

en plásmidos conjugativos, ya que su propagación puede acelerarse 

considerablemente (Blanc, 2007). 

 

La extracción de plásmidos con el método de lisis alcalina reveló la existencia 

de una molécula de ≥ 12 000 pb en todas las cepas donantes, mientras que en 

las transconjugantes, en el 50,00% de las cepas, se encontró una banda 

plasmídica compatible en tamaño con las observadas en las donantes. En 

ninguno de los casos se logró obtener un buen rendimiento de ADN cuando se 

utilizó el método de lisis alcalina empleando cloroformo-fenol (Figura 1). El 

posible fracaso pudo deberse, quizás a que, tanto las cepas de K. pneumoniae 

como de Enterobacter  sp. se caracterizan fenotípicamente por ser mucoides. Al 

respecto, Guzmán (2006)  señala que la presencia de la cápsula polisacárida es 

una limitante en el rendimiento de la técnica. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Perfil plasmídico de las cepas donantes de enterobacterias aisladas de 

pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcalá y de las 

cepas transconjugantes de Escherichia coli obtenidas por conjugación in vitro. 

Carriles del 1 al 13: 1: marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder. 2: cepa Esp06, 3: cepa 
Kp09, 4: cepa TKp 09, 5: cepa Esp 12, 6: cepa Esp 16, 7: cepa TEsp16, 8: cepa Kp 22, 9: cepa 
Esp28, 10: cepa Esp 29, 11: cepa TEsp29, 12: cepa Kp33, 13: cepa TKp33. 
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En vista de la problemática presentada y de las limitaciones que se tenían para 

realizar con poca cantidad de ADN las digestiones de los plásmidos, se 

procedió a emplear el estuche de extracción Wizards Plus SV Minipreps 

(Promega), con la finalidad de aumentar la eficacia, el rendimiento y la calidad 

de ADN plasmídico.  

 

En la figura 2 se muestran los aislamientos de las cepas donantes y sus 

transconjugantes obtenidas mediante la extracción con el estuche. Los 

resultados revelaron la presencia de las bandas observadas por el método de 

lisis alcalina. Con el estuche no se logró detectar plásmidos en las cepas 

transconjugantes TKp22 y TEsp28; sin embargo, se recuperó ADN plasmídico 

en las cepas TEsp06 y TEsp12, que por el método anterior no se habían 

logrado aislar.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 2. Perfil plasmídico de cepas donantes de enterobacterias aisladas de 

pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcalá y de 

cepas transconjugantes de Escherichia coli obtenidas por conjugación in vitro. 

Carriles del 1 al 15: 1: marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2: cepa Esp06, 3: cepa 
TEsp06,4: cepa Kp09, 5:cepa TKp 09, 6: cepa Esp 12, 7: cepa TEsp 12,8: cepa Esp16, 9: cepa 
TEsp16, 10: cepa Esp 29, 11: cepa TEsp29, 12: cepa Kp33, 13: cepa TKp33,14: cepa Kp 22, 
15: cepa Esp 28. 
 
Este resultado pone de manifiesto que el uso del estuche logró recuperar 

plásmidos en cepas donde el método manual no lo hizo. Sólo en dos casos, 

17 

 



ninguno de los métodos de extracción logró detectar plásmidos, lo que hace 

suponer que en estas cepas pudiera existir un plásmido de gran tamaño que no 

fue extraído por ninguno de los dos métodos. 

 

Con el estuche Wizard Plus SV Minipreps se obtuvieron mejores resultados que 

con el método de lisis alcalina, en cuanto a rendimiento, pureza y recuperación 

de ADN plasmídico se refiere. 

 

En este sentido, Szabó et al. (2005), utilizaron el estuche Wizard Plus SV 

Minipreps (promega) para obtener el perfil plasmídico en cepas de Enterobacter 

cloacae y lograron detectar más de un plásmido, en todas las cepas cuyos 

tamaños oscilaron entre 700 y 20 000 pb. 

 

Silva et al. (2000) emplearon el estuche Wizard Plus SV Minipreps (Promega) 

para evaluar la presencia de plásmidos en cepas de E. coli resistentes a 

cefotaxima; los resultados de la investigación revelaron la existencia de 

plásmidos con tamaños comprendidos entre 600 y 15 000 pb.  

 

Ferreira et al. (2011) realizaron un estudio para detectar la presencia de 

plásmidos de resistencia en cepas aisladas de pacientes con IIH, los autores 

emplearon el estuche Wizard Plus SV Minipreps (promega) para realizar las 

extracciones, lo cual permitió detectar plásmidos de diferentes tamaños. 

 

En todas las cepas, tanto donantes como transconjugantes, se observa la 

presencia de una banda plasmídica, a excepción, de las cepas Kp22 y Esp28 

que pareciera tener dos bandas. Si se considera que cada banda corresponde a 

una molécula plasmídica, entonces, el perfil presentado por las cepas sugiere 

que la mayoría poseen una molécula que pareciera ser común tanto en K. 

pneumoniae como en Enterobacter sp. 
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Existen diversos estudios, a nivel internacional y nacional, que han demostrado 

la presencia de moléculas plasmídicas., Al respecto, Calderón et al. (2003) 

caracterizaron molecularmente cepas de K. pneumoniae y E. cloacae 

productoras de BLEE, aisladas de una unidad de cuidados intensivos neonatal 

de Lima, Perú,  demostrando la presencia de moléculas plasmídicas en todas 

las cepas, y además denotaron que  todos los aislamientos portaban el gen que 

codifica para la BLEE tipo SHV-5 transferible a otras especies.  

 

Espinal et al. (2004), en un estudio epidemiológico molecular realizado a 15 

aislados de K. pneumoniae, provenientes de un hospital de tercer nivel en 

Bogotá, Colombia, demostraron la presencia de un plásmido de 23 kilobases, 

transferible por conjugación bacteriana que confería resistencia a ceftazidima. 

 

Sánchez et al. (2006) detectaron, mediante ensayos moleculares, la presencia 

de genes codificantes para enzimas β-lactamasas, los cuales se encontraban 

en plásmidos conjugativos en cepas de K. pneumoniae resistentes a 

cefalosporinas de tercera generación y aztreonam, aisladas de diversos 

cuadros patológicos en algunos centros hospitalarios chilenos.  

 

Guzmán (2006) evaluó la presencia de plásmidos conjugativos en 29 cepas de 

K. pneumoniae,  provenientes de pacientes atendidos en los diferentes servicios 

médicos del Hospital Universitario “Antonio Patricio Alcalá”, y demostró que el 

83,00% de las cepas presentaron plásmidos de gran tamaño, que conferían 

resistencia, principalmente, a las cefalosporinas de tercera generación. 

 

Redondo y Alonso (2007) demostraron la presencia de moléculas plasmídicas 

en cepas de E. coli y K. pneumoniae  multirresistentes, aisladas de cuatro 

centros de salud de Caracas, además, comprobaron la diseminación de los 

plásmidos, al detectarlos en cepas transconjugantes. 
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Navarro (2010) demostró  la presencia de plásmidos en cepas de K. 

pneumoniae, donde el 58,3% de éstas presentó una banda plasmídica de gran 

tamaño y el resto, más de una molécula. 

 

Con el propósito de discernir si las bandas de ADN obtenidas en las diferentes 

cepas se trataban de las mismas moléculas, se procedió a digerir el ADN 

plasmídico con la enzima EcoRI. Los resultados de la digestión con esta enzima 

no fueron satisfactorios, debido a que no se observaron cortes en el ADN. Este 

resultado se mantuvo reproducible, razón por la cual el ensayo se realizó 

empleando la enzima NheI, la cual tampoco generó cortes en el ADN 

plasmídico (Figura 3). 

 

La gran mayoría de los estudios de restricción plasmídico realizados en el país 

emplean EcoRI como enzima,  por  generar cortes frecuentes y  patrones de 

banda discernibles (Narváez, 2005; Guzmán, 2006; Redondo y Alonso, 2007; 

Guzmán y Alonso 2009). 

 

Redondo y Alonso (2007) determinaron el patrón de restricción en  plásmidos 

conjugativos en cepas de E. coli y K. pneumoniae  multirresistentes, aisladas de 

pacientes hospitalizados en cuatro centros de salud del área metropolitana de 

Caracas y emplearon EcoRI para establecer el patrón de restricción, en su 

trabajo se pudieron distinguir más de cinco plásmidos diferentes. Así mismo, 

Guzmán y Alonso (2009), emplearon EcoRI para determinar la existencia de 

plásmidos comunes en  cepas de K. pneumoniae, basándose en la similitud de 

las bandas, en el estudio lograron detectar tres tipos de moléculas.  

 

El hecho de no haber obtenido patrones de bandas que permitieran diferenciar 

los plásmidos, y poder establecer la presencia de un plásmido circulante en el 

centro hospitalario, puede deberse a diversos factores. En primer lugar, no se 

puede descartar el hecho de que los plásmidos aislados hayan sido cortados 
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una vez por la enzima y que su configuración superenrrollada haya pasado a 

ser lineal, aspecto que no se observa en la figura 3, ya que si se considera la 

teoría según la cual los plásmidos superenrrollados migran más rápido en una 

electroforesis, en la figura se puede detallar que las bandas que se sometieron 

a la digestión y las obtenidas después de la misma, se observan en el mismo 

nivel (Sambrook y Russel, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Perfil de restricción plasmídico de cepas donantes y transconjugantes 

con enzimas EcoRI ó NheI.   

Carriles del 1 al 7: 1: marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2: cepa Kp 33, 3: 
Digestión Kp33 con EcoRI, 4: Digestión Kp33 con NheI, 5: cepa TKp33, 6: Digestión TKp33 con 
EcoRI, 7: Digestión TKp33 con NheI.  
 

En las bacterias existe un sistema de modificación-restricción, cuya función es 

bloquear los sitios de restricción en el ADN, mecanismo con el cual la bacteria 

se protege,  generalmente,  el mecanismo empleado es la metilación  el cual 

consiste en la adición de un grupo metilo (-CH3) en la base donde se genera el 

corte (Wilson, 1991).  

 

Algunos investigadores han reportado la existencia de plásmidos donde se ha 

determinando la presencia de sistemas de modificación-restricción. Al respecto, 

Perichón et al. (2008) reportaron la presencia del sistema de modificación-

restricción de ADN tipo I en plásmidos aislados de 1.540 cepas de 
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enterobacterias, provenientes de pacientes atendidos en un hospital belga. Por 

su parte, Ichege y Kobayashi (2005) reportaron la presencia de un sistema de 

modificación-restricción EcoRI en plásmidos aislados de diferentes cepas 

bacterianas. También, Kulakauskas et al. (1995) reportaron un sistema de 

modificación-restricción EcoRI en plásmidos. Todos los trabajos antes 

mencionados concluyen que los sistemas de modificación-restricción son 

importantes en el mantenimiento de los plásmidos en las células bacterianas.  

 

Las β-lactamasas tipo BLEE son enzimas que presentan un espectro 

incrementado de actividad hidrolítica contra las cefalosporinas de tercera y 

cuarta generación (ceftazidima, cefotaxima, cepefima) y sobre el aztreonam 

(Torres et al., 2005). La resistencia bacteriana a los antimicrobianos, dada por 

la producción de β-lactamasas plasmídicas tipo BLEE, es un grave problema, 

descrito, principalmente, en cepas de origen intrahospitalario, el cual es 

originado por la presión selectiva ejercida en dicho ambiente (Blanc, 2007). En 

las bacterias gramnegativas causantes de infecciones, el grado de resistencia 

que generan estas enzimas se correlaciona con su concentración, afinidad por 

los diferentes β-lactámicos y por sus propiedades hidrolíticas (Marín y Gudiol, 

2003; Blanc, 2007)  

 

Las  BLEE son derivadas a partir de mutaciones puntuales de las  β-lactamasas 

de espectro ampliado (BLEA) TEM-1, TEM-2 y SHV-1,  aunque existen otras 

familias de BLEE, como las tipos CTX-M, OXA y PER, que tienen orígenes 

diferentes y una escasa relación estructural con las TEM y SHV (Bonnet et al., 

2001). 

 

Desde el punto de vista clínico, la detección de las BLEE es importante, porque 

de su reporte depende el éxito terapéutico al utilizar cefalosporinas de tercera 

generación o aztreonam. En los pacientes en los cuales se han aislado cepas 

productoras de BLEE, no es recomendable la administración de estos 
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antimicrobianos, ya que conducirán a un fracaso terapéutico, sobre todo cuando 

las CMI oscilan entre 2-8 μg.ml-1 (Martínez, 2006; Armindo et al., 2007). La 

detección fenotípica de una β-lactamasa sólo permite predecir la posible clase 

de BLEE existente en una bacteria, razón por la cual hay que recurrir a estudios 

moleculares para poder establecer el tipo específico de enzima. Desde el punto 

de vista molecular, la identificación de una β-lactamasa se realiza mediante la 

técnica de PCR, amplificando un determinado gen (blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, 

blaOXA, blaPER, entre otros); sin embargo, para la identificación definitiva se 

tienen que  secuenciar los productos (Bonnet et al., 2001).  

 

La existencia de plásmidos conjugativos que portan genes que codifican 

enzimas capaces de hidrolizar ciertos antimicrobianos es considerado un factor 

epidemiológico importante, ya que éste es responsable de la diseminación de la 

resistencia a otros patógenos  (Araque et al., 2000; Torres et al., 2002; Torres et 

al., 2006; Armindo et al., 2007).  

 

En cuanto a la determinación de los genes blaSHV y blaTEM, el gen blaSHV se 

encontró en seis  aislamientos plasmídicos (Esp06, TEsp06, Esp12, TEsp12,  

Kp33, TKp33), mientras que, el gen  blaTEM se identificó únicamente en el 

aislamiento plasmídico de la cepa donante Esp06 y TEsp06, lo que revela que 

la cepa donante Esp06 poseía los dos genes (figura 4). 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los reportados por 

diversos autores, quienes han demostrado que las BLEE están codificadas en 

plásmidos transferibles, de gran tamaño, que pueden portar simultáneamente 

otros determinantes de resistencia (Moland et al., 2002; Hernández et al., 2005; 

Torres et al., 2006). Este hallazgo debe ser considerado como un factor de 

riesgo en el centro hospitalario, ya que la conjugación y la presión selectiva 

facilitan la diseminación de determinantes de resistencia, e incluso, pueden 

provocar brotes intrahospitalarios en otras áreas.  
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A                                                          B 

Figura 4. Producto de PCR obtenido de la amplificación del gen blaTEM y blaSHV 

en las cepas donantes de enterobacterias y en cepas transconjugantes a partir 

de ADN plasmídico.  

A. Cepas con el gen blaSHV. Líneas 1 a 9. 1 : Marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2: 
E. coli J62-2 (Control negativo), 3: K. pneumoniae M1 (control positivo), 4: cepa Esp 06, 5: cepa 
TEsp06, 6: cepa Esp12, 7: cepa TEsp12, 8:cepa Kp33, 9: cepa TKp33. B. Cepas con el gen  
blaTEM Líneas 1 a 4. 1: Marcador de peso molecular 1 Kb ADN Ladder, 2 : K. pneumoniae 
ATCC 700603 (control positivo), 3: E. coli J62-2 (Control negativo), 4: cepa Esp 06. 
 

En la tabla 3 se muestra un resumen de las características detectadas en los 

plásmidos presentes en las cepas de enterobacterias. En las extracciones 

plasmídicas de las cepas Kp09, TKp09,  Esp16, TEsp16, Kp22, Esp28, Esp29 y 

TEsp29 no se encontraron ningunos de los genes estudiados; sin embargo, no 

significa que estos plásmidos no posean genes de resistencia, al respecto, hay 

que tener presente que el gen blaCTX-M  (no detectado en este estudio) puede 

conferir resistencia a cefalosporinas de tercera generación, aspecto que hay 

que considerar, debido a que no se conoce el espectro hidrolítico de las cepas 

de manera cuantitativa (concentración mínima inhibitoria) a este grupo de 

antimicrobianos.   
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Eckert et al. (2004) realizaron un trabajo con el propósito de determinar  la 

diseminación de β-lactamasas tipo CTX-M en plásmidos de 19 cepas de 

enterobacterias, en Francia, las cuales presentaban un alto nivel resistencia a 

CTX y ATM. En todas las cepas, el gen responsable de conferir resistencia a las 

cefalosporinas fue blaCTX-M-15, adicionalmente, se encontró el gen blaTEM_1  en 10 

de los aislamientos. Estos genes fueron encontrados en plásmidos de gran 

tamaño. 

 

En Venezuela, Torres et al. (2006)  detectaron genes en plásmidos conjugativos 

y señalaron una alta prevalencia del gen blaSHV, al identificarlo en el 71,60% de 

las cepas. Simultáneamente, en el 21,10% de los aislamientos se identificó el 

gen blaCTX-M1, en las cepas que poseían resistencia a CTX y resistencia o 

susceptibilidad intermedia a FEP, comportamiento que es característico de las 

enzimas pertenecientes a la familia CTX-M. 

 

El gen blaSHV se encontró en los aislamientos plasmídicos de las cepas, Esp12, 

Kp33, así como en sus respectivas transconjugantes, TEsp12, TKp33,  las 

cuales,  desde el punto de vista fenotípico, son productoras de BLEE y tienen 

resistencia a las cefalosporinas de tercera generación, aspectos que coinciden 

para una cepa productora de β-lactamasa tipo SHV. No obstante, no debe 

descartarse el hecho de que las cepas presenten el gen que codifica para la 

enzima SHV-1 y, además tenga una CTX-M como responsable de conferir 

resistencia a todas las cefalosporinas de tercera generación, igual la cepa 

Esp06 y su transconjugante (TEsp06) presentan los genes blaTEM y blaSHV en un 

plásmido conjugativo, es posible que en las cepas el gen blaTEM  detectado sea 

responsable de codificar una β-lactamasa tipo TEM-1 o TEM-2, la cual confiere 

resistencia a las penicilinas y cefalosporinas de primera generación, mientras 

que, el gen blaSHV pueda codificar una enzima tipo SHV-1, de ser cierto dichas 

afirmaciones, los enzimas codificadas por estos genes son BLEAs, las cuales 



Tabla 3. Caracterización de plásmidos bacterianos presentes en cepas de enterobacterias aisladas de pacientes con 

IIH del Servicio Autónomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”  

Cepa BLEE 
Resistencia a los 

β-lactámicos 
Número de plásmidos 

Kit /Lisis alcalina 
Genes  detectados en 

plásmidos  
Esp 06 + AMP CF CAZ CTX  1/1 SHV,TEM 

TEsp 06 + AMP CF CAZ CTX  1/0 SHV, TEM 

Kp 09 + AMP CF CAZ CTX  1/1 - 

TKp09 + AMP CF CAZ CTX  1/1 - 

Esp 12 + AMP CF CAZ CTX  1/1 SHV 

TEsp12 + AMP CF CAZ CTX  1/0 SHV 

Esp 16 + AMP CF CAZ CTX  1/1 - 

TEsp 16 + AMP CF CAZ CTX  1/1 - 

Kp 22 + AMP CF CAZ CTX  2/1 - 

TKp22 + AMP CF CAZ CTX  ND/ND ND 

Esp 28 + AMP CF CAZ CTX  2/1 - 

TEsp 28 + AMP CF CAZ CTX  ND/ND ND 

Esp 29 + AMP CF CAZ CTX  1/1 - 

TEsp 29 + AMP CF CAZ CTX  1/1 - 

Kp 33 + AMP CF CAZ CTX  1/1 SHV 

TKp33 + AMP CF CAZ CTX  1/1 SHV 

IIH: BLEE: β-lactamasas de espectro extendido, Kp: K. pneumoniae, Esp: Enterobacter sp,  AMP:ampicilina CF: cefalotina CAZ: 
ceftazidima, CTX: cefotaxima, AMC: amoxicilina-ácido clavulánico, ND: no detectado. 
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no serían las responsables de conferir resistencia a las cefalosporinas de 

tercera generación, por esta razón, no se cierra la posibilidad de que en el 

plásmido se encuentre otro gen que codifica para una enzima tipo BLEE o que 

el gen, SHV detectado codifique para una SHV tipo BLEE. Para dilucidar con 

exactitud el tipo de enzimas presentes en los plásmidos aislados de las cepas, 

se recomienda hacer análisis de secuenciación. 

 

La existencia de varios genes en un plásmido fue reportada en aislamientos 

bacterianos obtenidos del HUAPA, por Guzmán y Alonso (2009), quienes 

encontraron la presencia de genes blaTEM y también los genes blaSHV y blaCTX-M 

en plásmidos conjugativos y no conjugativos presentes en cepas de K. 

pneumoniae;  además, evidenciaron la combinación blaSHV y blaTEM en 15 

cepas, la combinación blaCTX-M y blaTEM  en dos cepas. La combinación de los 

tres genes fue observada en tres cepas, de un total de 25. El análisis de 

secuenciación indicó que las enzimas identificadas reveló la presencia de TEM-

1, SHV-5-2a y CTX-M-2.  

 

Garza et al. (2007), identificaron  la presencia del gen que codifica para la BLEE 

tipo SHV-2 y SHV-5  codificadas en plásmidos transferibles y no transferibles en 

enterobacterias de un banco de cepas obtenidas de siete diferentes hospitales 

de México. Por su parte, Alarcón et al. (2008) caracterizaron β-lactamasas de 

espectro extendido en 30 aislamientos clínicos de E. coli  en 2 hospitales de 

México, y reportaron la presencia de genes blaTEM, blaSHV y blaCTX-M  codificados 

en plásmidos conjugativos. 

 

La aparición de cepas resistentes que contienen plásmidos conjugativos y que 

portan genes de resistencia que codifican para una BLEE, ha sido uno de los 

principales problemas de resistencia a los antimicrobianos en las últimas 

décadas, a nivel mundial, y los resultados presentados en esta investigación   lo 

ponen de manifiesto una vez más, razón por la cual, es importante seguir con el 
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monitoreo de este tipo de cepas en nuestro medio, con el fin de poder utilizar el 

mejor procedimiento diagnóstico para identificarlas. 



CONCLUSIONES 

 

En todas las cepas donantes de enterobacterias y en la mayoría de las cepas 

transconjugantes, se aislaron plásmidos de gran tamaño ≥ 12 000 pb. 

 

Las moléculas plasmídicas obtenidas no fueron digeribles por las enzimas 

EcoRI y NheI. 

 

El gen blaSHV se encontró en un 75,00% y el gen blaTEM en un 25,00%, en los 

plásmidos presentes, tanto en cepas donantes, como en cepas 

transconjugantes.  
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RECOMENDACIONES 

 

Mantener la vigilancia epidemiológica, tanto de las bacterias que se encuentran 

circulando en las áreas médicas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de 

Alcalá”, como de los distintos elementos genéticos responsables de la 

resistencia bacteriana. 

 

Fomentar el uso y selección adecuada de los agentes antimicrobianos, debido a 

que es el recurso más eficaz para combatir las infecciones intrahospitalarias. 

 

Continuar con los ensayos de digestión plasmidíca, empleando otras enzimas, 

con la finalidad de lograr obtener el perfil de restricción, para así determinar la 

relación clonal entre los plásmidos aislados. 

 

Continuar con la búsqueda de genes de resistencia, tanto a β- lactámicos, como 

a otros antimicrobianos, que se alberguen en plásmidos conjugativos, con el fin 

de identificar cuáles son los genes predominantes, que interesan para 

recomendar el mejor tratamiento y conseguir el éxito terapéutico en los 

pacientes afectados. 
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Resumen (abstract): 

El propósito de este trabajo fue analizar la presencia de plásmidos conjugativos 
que portan genes de resistencia a β-lactámicos en cepas de enterobacterias, 
aisladas de pacientes con infecciones intrahospitalarias, del Hospital 
Universitario “Antonio Patricio Alcalá”, Cumaná, estado Sucre, durante el 
período comprendido entre septiembre y noviembre de 2005. La extracción de 
los plásmidos conjugativos se realizó en ocho cepas de enterobacterias y sus 
respectivas transconjugantes, obtenidas previamente mediante conjugación 
bacteriana; para tal fin se empleó el método de lisis alcalina con fenol- 
cloroformo y el estuche Wizards Plus SV Minipreps (Promega). Para obtener el 
perfil de restricción de los plásmidos, el ADN plasmídico fue digerido con las 
enzimas EcoRI y NheI. La presencia de los genes que codifican resistencia a β-
lactámicos se realizó empleando la técnica de Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR) con el uso de iniciadores específícos para los genes blaSHV   
y blaTEM. Se logró aislar plásmidos, mediante el método de lisis alcalina con 
fenol cloroformo, en todas las cepas donantes, pero no se aisló en cuatro 
transconjugantes, mientras que con el método de extracción estuche Wizards 
Plus SV Minipreps (Promega) se obtuvo aislamiento plasmídico en las ocho 
cepas donantes y en seis  transconjugantes. El análisis de restricción de los 
plásmidos no permitió definir ningún perfil en las cepas, ya que no se 
produjeron cortes con las enzimas empleadas. En seis aislamientos plasmídicos 
se logró obtener amplificación para el gen blaSHV, y en dos la presencia del gen 
blaTEM. Los resultados revelan la existencia de plásmidos conjugativos en cepas 
de enterobacterias que portan genes de resistencia a β-lactámicos. 
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