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Resumen 

Antecedentes: Las infecciones por bacterias productoras de betalactamasas de espectro 

extendido (BLEE) representan un desafío para la salud pública debido a terapias alternativas 

costosas. Por esto, la detección del gen blaSHV en estas bacterias resulta relevante para 

comprender la epidemiología molecular, proporcionando una base científica sólida para 

diseñar estrategias que mitiguen su diseminación e impacto en la población. Objetivo: 

Detectar la presencia del gen blaSHV en Enterobacterales productores de betalactamasas de 

espectro extendido de cepas procedentes de la Clínica Santa Ana y Hospital del Río, Cuenca 

2024. Metodología: Estudio descriptivo, donde el universo y muestra estuvo conformado por 

85 cepas bacterianas del orden Enterobacterales del cepario de la Clínica Santa Ana y 

Hospital del Río, para su posterior confirmación fenotípica de producción de BLEE por test de 

doble disco y detección del gen blaSHV, mediante reacción en cadena de la polimerasa 

convencional. Resultados: El gen blaSHV fue detectado en 15 (17,60 %) cepas, principalmente 

en Klebsiella pneumoniae con 10 (11,80 %), seguido de Escherichia coli con 3 (3,50 %), %), 

Proteus mirabilis 1 (1,20 %) y Morganella morganii con 1 (1,20 %). La mayoría de aislamientos 

provenían de muestras de orina (17,60 %). Conclusiones: El gen blaSHV fue responsable del 

17,6 % de la producción de BLEE en las cepas analizadas. El 100 % mostró resultados 

positivos en el test de doble disco, y Klebsiella pneumoniae fue el principal portador del gen 

con el 11,8 %.  

 

Palabras clave del autor: resistencia bacteriana, antibióticos, enterobacterales, genes 

bacterianos, blee 
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Abstract 

Background: Infection caused by extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing 

bacteria represent a public health challenge due to expensive alternative therapies. Therefore, 

detection of the blaSHV gene in these bacteria is significant to understand the molecular 

epidemiology, since it may provide a solid scientific basis for designing strategies to mitigate 

its dissemination an impact on the population. Objective: To detect the presence of the blaSHV 

gene in extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Enterobacterales strains from 

Santa Ana Clinic and Del Rio Hospital and their subsequent phenotypic confirmation of ESBL 

production by double-disc test for detection of the blaSHV gene, through conventional 

polymerase chain reaction. Results: The blaSHV gene was detected in 15 (17,60%) strains, 

mainly in Klebsiella pneumoniae 10 (11,80%), followed by Escherichia coli 3 (3,50%), Proteus 

mirabilis 1 (1,20%), and Morganella morganii 1 (1,20%). Most isolates came from urine 

samples (17,60%). Conclusions: The blaSHV gene was responsible for 17.60% of ESBL 

production in the strains analyzed. 100% of them showed positive results in the double-disk 

test, and Klebsiella pneumoniae was the main carrier of the gene (11,80%). 

 

Author Keywords: bacterial resistance, antibiotics, enterobacterales, bacterial genes, 

esbl 
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1. Capítulo I 

1.1. Introducción 

Dentro del principal grupo de bacterias que desarrollan resistencia bacteriana se encuentra 

el orden Enterobacterales, pertenecientes al filo Pseudomonadota y a la clase 

Gammaproteobacteria, se localizan normalmente en el tracto digestivo tanto de humanos 

como de animales, donde pueden actuar como comensales o incluso pueden llegar a ser 

patógenos, dependiendo del lugar donde se localicen, el estado inmunológico de la persona 

y su capacidad de resistencia antimicrobiana (1). 

Las bacterias pueden presentar resistencias intrínsecas en su material genético u obtenerlas 

de otras bacterias relacionadas mediante elementos genéticos móviles denominados 

plásmidos, bacteriófagos o transposones. Estos mecanismos de resistencia pueden afectar 

a una familia de antibióticos en específico o a varias, y generalmente incluyen procesos como 

la inactivación de antibióticos por enzimas como las betalactamasas, modificación del sitio 

blanco de acción, cierre de porinas y bombas de flujo, entre otros. Las betalactamasas son 

enzimas que tienen como finalidad hidrolizar el enlace amino en el anillo central 

betalactámico, llegando a desactivar pocos o varios antibióticos de este tipo, como lo hacen 

las betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Las BLEE tienen la capacidad para 

descomponer las penicilinas, incluyendo las amino-, carboxi- y ureidopenicilinas y a todas las 

cefalosporinas incluyendo las de tercera y cuarta generación, con la excepción de las 

cefamicinas (2-6). 

Entre los métodos dados por el Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (por sus siglas 

en inglés CLSI) en el documento “CLSI M100-Ed34: Performance Standards for Antimicrobial 

Susceptibility”, se encuentra el test de doble disco para evaluar la resistencia bacteriana, en 

conjunto con la   reacción en cadena de polimerasa (PCR) como técnica complementaria para 

su detección molecular (7). 

Desde la década de 1945 los estudios sobre resistencia bacteriana a los antibióticos 

aumentaron de manera considerable y se empezaron a comprender sus formas de 

adaptación frente a fármacos. Las BLEE se reportaron por primera vez en el año de 1983 y 

1990 en diferentes países, donde los genes de beta-lactamasa de mayor importancia son 

aquellas que derivan de blaCTX-M, blaSHV, blaTEM, blaVEB, blaGES, blaPER, blaTLA y blaOXA (8, 

9). Luria y Delbrück determinaron que las tasas de mutación heredables en las distintas 

generaciones bacterianas de su estudio eran constantes, este hallazgo explica la existencia 



                      13 

 

Paulina Ivanova Quichimbo Tuza - Diego Sebastián Vicente Padilla 

 

de más de 300 variantes naturales de BLEE, originadas por mutaciones en los genes 

responsables de la síntesis de estas enzimas, como blaSHV, blaTEM o blaCTX-M (10). 

La enzima SHV, cuyo nombre proviene de “sulfhidrilo variable”, fue identificada inicialmente 

en Klebsiella pneumoniae con un origen cromosómico, aunque actualmente se ha detectado 

ampliamente en otros Enterobacterales. Se han documentado un total de 228 variantes del 

gen blaSHV a nivel global, siendo blaSHV-5 y blaSHV-12 las más comunes (11, 12). En estudios 

realizados en Ecuador y Perú, el gen blaSHV se encuentra entre los más frecuentes en 

aislados clínicos, lo que resalta la importancia de su detección, específicamente a partir de 

aislados clínicos de casas de salud privados como la Clínica Santa Ana y Hospital del Río, 

en la ciudad de Cuenca durante el año 2024. 

1.2. Planteamiento del problema de investigación 

La resistencia bacteriana es una de las mayores amenazas a la salud pública nivel mundial, 

con un impacto en la morbilidad, la mortalidad y los costos que genera al sistema de salud. 

En este contexto, las infecciones que tienen como causa a bacterias productoras de BLEE 

representan un desafío debido a la limitada efectividad de los antibióticos disponibles. Las 

enzimas que incluyen a variantes como SHV, confieren resistencia a un gran grupo de 

antibióticos betalactámicos, complicando la elección de tratamientos efectivos (7). 

En la investigación realizada por Martins Da Silva (13) en Brasil denominada “Caracterización 

de Enterobacterales productores de BLEE aislado de la colonización comunitaria del tracto 

gastrointestinal” de un total de 195 cepas, de las cuales 161 presentaron producción de BLEE. 

Los genes identificados fueron blaCTX-M1/2 con 93,10 %, blaTEM con 38 %, blaCTX-M8 con 

29,20 %, blaCTX-M9 con 23 % y blaSHV con 11,2 %, en 17 combinaciones diferentes. 

Según la investigación de Cornejo et al. en Perú durante el año 2021 denominada 

“Genotipificación por PCR convencional de genes de resistencia en Klebsiella pneumoniae 

productora de BLEE aisladas de muestras clínicas del servicio de UCI de dos hospitales de 

Cajamarca”, se encontró que de 59 cepas de Klebsiella pneumoniae, 54 (92 %) presentaban 

el gen blaSHV, 56 (95 %) el gen blaCTX-M en y 53 (90 %) el gen blaTEM del total de cepas 

analizadas (14). 

De acuerdo al estudio realizado por Ullauri Carmen en la ciudad de Loja en el periodo 2017 - 

2018 denominado “Resistencia enzimática a betalactámicos en Enterobacterales 

uropatógenos”, de 323 bacterias aisladas, 90 (27,86 %) fueron clasificadas como productoras 
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de BLEE y 13 (4,16 %) como productoras de carbapenemasas, entre los patógenos 

productores de BLEE, Escherichia coli fue el más frecuente con el 77,08 %. En cuanto a la 

prevalencia de genes relacionados con BLEE, se identificó que blaCTX-M tuvo una frecuencia 

de 67,77 %, blaTEM de 61,11 %, y blaSHV de 20 % (15). 

Según el análisis del estudio elaborado por Mendieta Veronica et al. en Ecuador, durante el 

período de enero - abril de 2020 titulado “Frecuencia de BLEE, AmpC y Carbapenemasas en 

muestras de urocultivo, en cepas de Escherichia coli de origen comunitario”, el 7,62 % de las 

muestras procesadas eran productoras de BLEE positivas, 0,13 % presentaban AmpC y no 

se encontraron cepas productoras de carbapenemasas, se puede deducir que la producción 

de BLEE sigue siendo la forma más común de resistencia (16). En un estudio de revisión 

retrospectiva de base datos denominado “Genes involucrados con resistencia antimicrobiana 

en hospitales del Ecuador”, Escherichia coli BLEE ha sido reportada en infecciones de tracto 

urinario y sistémicas, con reportes de varios clones (ST131, ST10, ST23, ST14) que 

contienen los genes blaCTX-M, blaTEM y blaSHV (17). 

En Ecuador, aunque se han realizado estudios relacionados sobre resistencia bacteriana 

asociada a la producción de BLEE, persiste una notable deficiencia de datos sistematizados 

sobre la distribución y frecuencia del gen blaSHV en aislados clínicos, particularmente en 

centros de atención médica privada como la Clínica Santa Ana y el Hospital del Río, en 

Cuenca. 

La detección del gen blaSHV en aislados clínicos de Enterobacterales resulta fundamental 

para entender su rol en la diseminación de la resistencia bacteriana, así como para diseñar 

estrategias efectivas de control y prevención. La falta de estudios sobre este gen en Ecuador 

evidencia la necesidad de generar datos que permitan fortalecer la vigilancia epidemiológica. 

Con lo antes expuesto, surge la siguiente pregunta: ¿Cuál es la frecuencia del gen blaSHV en 

Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro extendido de cepas 

procedentes de la Clínica Santa Ana y Hospital del Río, Cuenca 2024? 

1.3. Justificación 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los antimicrobianos 

(RAM) está categorizada entre los diez principales riesgos para la salud pública que afronta 

la sociedad. A su vez, las infecciones por bacterias resistentes a antibióticos provocan en 

todo el mundo un aproximado de 700 mil defunciones anualmente que podría ascender a 10 

millones en los siguientes 25 años (18, 19). 
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Considerando la relevancia de los estudios realizados en otros países de la región sobre la 

detección de genes de resistencia bacteriana, resulta importante que los grupos de 

investigación ecuatorianos fortalezcan sus esfuerzos en esta línea. La generación de datos 

actualizados permitirá contribuir significativamente al desarrollo de protocolos terapéuticos 

efectivos para combatir estas cepas, minimizando el riesgo de hospitalizaciones prolongadas, 

procedimientos médicos adicionales y el uso innecesario de medicamentos de alto costo (20). 

El propósito de detectar la presencia del gen blaSHV mediante técnicas de biología molecular 

es determinar su frecuencia y generar datos epidemiológicos sobre bacterias del orden 

Enterobacterales productoras BLEE en la ciudad de Cuenca. Estos datos son fundamentales 

para profundizar la comprensión de los mecanismos de resistencia bacteriana y su 

propagación en la comunidad, contribuyendo así al diseño de estrategias efectivas de 

vigilancia y control. (21) 

Asimismo, el estudio permite demostrar el compromiso de la Universidad de Cuenca con la 

excelencia académica, al participar activamente en la investigación científica en campos 

como la microbiología, biología molecular y salud pública.  

En cuanto a la difusión de los resultados de este estudio, la tesis será ingresada al repositorio 

digital de la Universidad de Cuenca y publicada en la revista de la Facultad de Ciencias 

Médicas de la Universidad de Cuenca, permitiendo así su acceso a investigadores, a la 

comunidad académica y a los profesionales de la salud tanto a nivel local como global, 

fomentando el intercambio de conocimiento en el área.  

Esta investigación está directamente relacionada con las líneas de investigación establecidas 

por el Ministerio de Salud Pública del Ecuador (MSP) dentro del área de investigación: 

Infecciones comunes, así como de las líneas de investigación: Enfermedades Infecciosas, 

establecidas por la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de Cuenca. A partir de lo 

expuesto anteriormente, se presenta la siguiente investigación “Detección del gen blaSHV en 

Enterobacterales productores de betalactamasas de espectro extendido en cepas 

procedentes de la Clínica Santa Ana y el Hospital del Río, Cuenca 2024”, convirtiéndose en 

un aporte para la epidemiología sobre la resistencia bacteriana nacional. 
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2. Capítulo II 

Marco teórico 

2.1. Bacterias y sus generalidades  

Las bacterias son microorganismos procariotas caracterizadas por poseer un cromosoma 

circular cerrado de manera covalente que contiene todo su material genético, que es esencial 

para el funcionamiento, adaptación y evolución como, por ejemplo, las islas de patogenicidad 

y los genes de resistencia a los antimicrobianos. En el citoplasma celular se encuentran el 

nucleoide, lo que provoca que la transcripción y traducción se realicen al mismo tiempo, el 

ribosoma 70S (subunidades 30S y 50S) y la membrana plasmática conformada 

principalmente por lípidos y proteínas transportadoras (20, 22). 

Ubicada en el exterior de la membrana plasmática, se encuentra la pared celular que protege 

a las estructuras internas del medio exterior y le proporciona a la bacteria su forma 

característica, que puede ser esférica (cocos), de bastón (bacilos) o en espiral (espirilos). La 

pared celular es una estructura tridimensional compleja y altamente conservado armada de 

manera similar a una malla, que se forma a partir de los precursores N-acetilglucosamina 

(NAG) y ácido N-acetilmurámico (MurNac), que al unirse a una molécula de bactoprenol 

forman al pentapéptido disacárido (GlcNAc-MurNAc), para ser trasladado al exterior celular y 

suceda la transpeptidación, en donde estos GlcNAc- MurNAc se entrecruzan mediante 

cadenas peptídicas (2-5 aminoácidos) gracias a las enzimas transpeptidasas y D-

carboxipeptidasas, formando la red de peptidoglicano (23, 24). Basándose en la cantidad de 

peptidoglicano presente en su pared celular, las bacterias se pueden clasificar mediante la 

tinción de Gram como grampositivos o gramnegativos (25). 

Entre los grupos taxonómicos de bacterias gramnegativas con mayor importancia en el ámbito 

de la salud pública está el orden Enterobacterales, que contiene a nueve familias, entre ellas 

las más destacadas son Enterobacteriaceae y Morganellaceae, caracterizadas por ser 

bacilos, no desarrollar esporas y por constituir parte de la microbiota intestinal de humanos y 

animales. Dentro de los géneros considerados clínicamente más relevantes por su asociación 

con infecciones en humanos encontramos a Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Proteus 

(26, 27). 
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2.2. Antibióticos 

Para poder combatir a estos microorganismos los científicos se vieron en la necesidad de 

desarrollar herramientas efectivas, lo que llevó al descubrimiento y desarrollo de los 

antibióticos. Se trata de moléculas producidas de forma biológica por distintos 

microorganismos u obtenidos de forma sintética o semisintética, utilizados específicamente 

para combatir infecciones bacterianas y se dividen en dos categorías principales: los 

bacteriostáticos que inhiben el crecimiento y reproducción de las bacterias, y los bactericidas 

que las destruyen por completo (28).  

Estos fármacos se pueden clasificar según sus mecanismos de acción, donde los más 

importantes son: 

- Alteración de la membrana citoplasmática: Se basan en la alteración de la 

permeabilidad celular, al actuar sobre los canales y bombas de proteína, provocando 

la salida o entrada excesiva de electrolitos, afectando funciones vitales de la célula y 

conduciendo a la muerte bacteriana. Entre los antibióticos que utilizan este 

mecanismo está la polimixina y daptomicina. (29). 

- Inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos: Se basan en la capacidad de actuar sobre 

enzimas fundamentales para la transcripción y replicación del ADN, como lo son las 

ADN polimerasas, topoisomerasas y ADN girasas, causando daños directos al ADN. 

Los antibióticos que actúan con este mecanismo son la rifampicina, las quinolonas, 

los nitroimidazoles y los nitrofuranos (29). 

- Inhibidores de síntesis proteica: Este mecanismo se basa en la unión al ribosoma y la 

perturbación en etapas específicas del proceso de traducción. Su acción puede incluir 

la inhibición del inicio de la traducción, el bloqueo de la unión del ARNt al complejo 

ARNm-ribosoma o la interrupción de la translocación del ribosoma, lo que impide la 

producción de proteínas esenciales para la viabilidad bacteriana. Entre estos agentes 

se destacan los aminoglucósidos, que se fijan de manera irreversible a la subunidad 

30S del ribosoma bacteriano, causando errores en la descodificación del ARNm, los 

macrólidos que actúan de forma reversible al unirse a la subunidad 50S del ARN 

ribosómico (rRNA) interfiriendo con las reacciones de transpeptidación y 

translocación, bloqueando así la elongación de la cadena polipeptídica durante la 

traducción (30). 
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- Inhibición de las vías metabólicas: La vía de síntesis de folatos para producir purinas, 

es esencial para la formación de ácidos nucleicos, por lo que las sulfonamidas 

bloquean la dihidropteroato sintasa, inhibiendo esta vía, mientras que la trimetoprima 

bloquea la dihidrofolato reductasa, impidiendo la conversión de dihidrofolato a 

tetrahidrofolato. La combinación de ambos fármacos (trimetoprima-sulfametoxazol) 

tiene un efecto sinérgico al bloquear dos etapas clave, mejorando la eficacia contra 

bacterias sensibles (31). 

- Inhibición de la síntesis de la pared bacteriana: Se basa en la interrupción de la 

transpeptidación al unirse a las proteínas ligadoras de penicilina (PBP), lo cual 

provoca que el peptidoglicano no se forme y se activen las autolisinas, 

desencadenando la lisis celular y por ende la muerte de la bacteria. Los antibióticos 

que poseen este mecanismo de acción son los betalactámicos y glucopéptidos (31). 

2.3. Betalactámicos 

Los betalactámicos, caracterizados por su anillo betalactámico heterocíclico, constituyen una 

amplia familia de antibióticos con diferentes subgrupos. Las penicilinas incluyen las 

bencilpenicilinas, pioneras en el tratamiento de infecciones por Streptococcus pyogenes y 

Treponema pallidum, y las penicilinas sintéticas como ampicilina y amoxicilina, efectivas 

contra bacterias grampositivas y gramnegativas. Las cefalosporinas, clasificadas en cinco 

generaciones, muestran una actividad progresiva contra gramnegativos, pero menor contra 

grampositivos, destacando moléculas como ceftriaxona y cefepima en infecciones graves. 

Los monobactámicos, como aztreonam, son útiles frente a gramnegativos no productores de 

BLEE y en casos de alergia a penicilinas. Los carbapenémicos, liderados por imipenem, 

presentan el espectro más amplio, incluyendo bacterias resistentes como Pseudomonas 

aeruginosa, aunque su uso puede generar resistencia. Finalmente, los inhibidores de 

betalactamasas como el ácido clavulánico protegen a los betalactámicos frente a enzimas 

plasmáticas, aunque no son efectivos contra betalactamasas cromosómicas inducibles (32). 

2.4. Resistencia Bacteriana  

Con el pasar de los años las bacterias han adoptado mecanismos de resistencia definidos 

como la capacidad de una bacteria para sobrevivir y multiplicarse a pesar de la presencia de 

concentraciones terapéuticas de un medicamento específico. Esta resistencia puede 

clasificarse en intrínseca (o natural) que tiene un origen cromosómico, mientras que la 
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adquirida (o extrínseca) se debe a la transferencia de material genético mediada por 

plásmidos, bacteriófagos o transposones (33).  

La resistencia intrínseca es una característica innata de la bacteria, presente de manera 

natural en ciertas especies, incluso en ausencia de exposición a antimicrobianos, debido a 

que está determinada genéticamente y es propia a la especie bacteriana. Por otro lado, la 

resistencia adquirida surge a partir de cambios en la composición genética de la bacteria, ya 

sea por mutaciones espontáneas o por la adquisición de genes de resistencia a través de 

mecanismos como la transferencia horizontal de genes. Este tipo de resistencia no está 

presente de manera natural en la especie y se desarrolla debido a la exposición a agentes 

antimicrobianos u otros factores de selección (28). 

2.5. Mecanismos de Resistencia 

Son aquellas formas bioquímicas, estructurales o genéticas que poseen las bacterias para 

poder evitar la actividad del antibiótico, y de esa manera sobrevivir, seguir creciendo y 

multiplicándose (34).  

2.5.1. Permeabilidad de membrana  

Las porinas son proteínas integrales de la membrana externa de bacterias gram negativas, 

las cuales están especializadas en facilitar el transporte pasivo de diversas sustancias hacia 

el interior celular. Algunos antibióticos aprovechan estas proteínas como vía de entrada al 

citoplasma bacteriano para ejercer su acción. Sin embargo, las mutaciones en los genes que 

codifican estas proteínas pueden dar lugar a cambios estructurales o una disminución en su 

expresión, dificultando o bloqueando el ingreso de los antibióticos. Este mecanismo de 

resistencia representa una estrategia adaptativa limitando la eficacia de ciertos 

antimicrobianos y contribuyendo al desarrollo de una resistencia (34). 

La impermeabilidad a los betalactámicos en Enterobacterales es un mecanismo de 

resistencia que impide que estos antibióticos penetren adecuadamente en la membrana 

externa de las bacterias gramnegativas para alcanzar su sitio de acción: las proteínas de 

unión a penicilina (PBPs). Este fenómeno se relaciona principalmente con la modificación en 

las porinas. Algunas especies como Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae reducen 

la producción de porinas o alteran su estructura, restringiendo el paso de los betalactámicos, 

especialmente aquellos de mayor tamaño como los carbapenémicos (35). 
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Muchas bacterias combinan esta impermeabilidad con la producción de betalactamasas, 

como BLEE y carbapenemasas, que degradan los antibióticos que logran atravesar la 

membrana externa. Este sinergismo refuerza la resistencia, dificultando el tratamiento. En 

Escherichia coli, la reducción de porinas como OmpF genera resistencia a cefalosporinas, 

mientras que Klebsiella pneumoniae presenta niveles naturalmente bajos de expresión de 

porinas OmpK35 y OmpK36, potenciando su resistencia a carbapenémicos. En Enterobacter 

spp., la combinación de pérdida de porinas y producción elevada de AmpC incrementa 

drásticamente la resistencia a betalactámicos (36). 

Este mecanismo de impermeabilidad tiene importantes implicaciones clínicas, ya que limita 

la eficacia de los betalactámicos y, combinado con otros mecanismos de resistencia, reduce 

las opciones terapéuticas disponibles, obligando al uso de tratamientos más costosos y con 

mayor riesgo de efectos adversos. Para contrarrestarlo, se han desarrollado estrategias como 

combinaciones de betalactámicos con inhibidores de betalactamasas y el diseño de nuevas 

moléculas capaces de atravesar porinas alteradas. Además, es importante implementar 

métodos rápidos de detección genotípica y fenotípica para identificar estos mecanismos y 

optimizar el tratamiento de las infecciones (35, 36). 

2.5.2. Bombas de eflujo 

Las bombas de E-flujo son proteínas de transporte de membranas especializadas en 

transportar metabolitos y compuestos tóxicos desde el interior de las bacterias hacia el 

exterior. Estas proteínas en conjunto con el periplasma bacteriano son capaces de expulsar 

antibióticos, disminuyendo su concentración intracelular y, por ende, su eficacia terapéutica. 

Estas bombas de eflujo necesitan de energía para realizar su función y dependiendo de la 

fuente que utilizan se las clasifica: bombas de eflujo primarias que hidrolizan ATP y bombas 

de eflujo secundarias sustancias con gradientes químicos como el sodio (37). 

2.5.3. Modificación del sitio blanco  

Algunas bacterias poseen la capacidad de modificar la molécula diana a la que se une el 

antibiótico para ejercer su acción, reduciendo o eliminando su afinidad por el sitio de unión. 

Este mecanismo de resistencia se logra a través de alteraciones genéticas que afectan los 

genes que codifican las proteínas blanco del antimicrobiano. Un ejemplo, es la modificación 

del gen mecA, que codifica las PBP (proteínas fijadoras de penicilina), que generan variantes 

de las PBP con menor afinidad por los antibióticos betalactámicos. Además, un aumento en 

la producción de estas proteínas puede reducir significativamente, o incluso inhibir por 
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completo, la capacidad del fármaco para unirse a la pared celular bacteriana, bloqueando su 

acción antimicrobiana y favoreciendo la resistencia (34). 

2.5.4. Inactivación enzimática 

Las bacterias producen diversas enzimas capaces de hidrolizar o modificar los antibióticos, 

impidiendo que estos lleguen de forma activa a su sitio de acción. Uno de los principales 

mecanismos de resistencia bacteriana, especialmente en las bacterias gram negativas, es la 

producción de betalactamasas. Estas enzimas tienen la capacidad de inactivar antibióticos 

betalactámicos, como penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y carbapenémicos. Se 

han identificado múltiples tipos de betalactamasas, algunas actúan específicamente sobre 

penicilinas (penicilinasas) o cefalosporinas (cefalosporinasas), mientras que otras, como las 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE), son capaces de inactivar varios antibióticos 

betalactámicos (38). 

2.6. Resistencia enzimática mediada por BLEE 

Las bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son 

microorganismos que generan enzimas betalactamasas, capaces de hidrolizar una amplia 

gama de antibióticos betalactámicos, incluyendo penicilinas, monobactámicos y 

cefalosporinas de tercera generación. Sin embargo, estas enzimas son susceptibles a la 

inhibición por compuestos como el ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam (39). 

Se han identificado más de 200 β-lactamasas diferentes a nivel mundial presentes en 

Enterobacterales, siendo los tipos SHV, TEM, CTX-M, PER y OXA los más destacados. Las 

primeras BLEE se describieron en 1983 en Alemania, en aislados de Enterobacterales que 

mostraban resistencia a cefotaxima y ceftazidima. Hasta finales de la década de 1990, la 

mayoría de las BLEE, de los tipos TEM y SHV, se aislaban en cepas de Klebsiella 

pneumoniae, procedentes de brotes hospitalarios, con mayor frecuencia en unidades de 

cuidados intensivos. En la actualidad, se ha observado un cambio epidemiológico, con un 

incremento en la prevalencia de tipos como CTX-M y una mayor distribución en Escherichia 

coli, lo que representa un desafío en el manejo de infecciones comunitarias y hospitalarias 

(40). 

2.6.1. Clasificación 

Existen 2 sistemas de clasificación de betalactamasas, la primera es aquella clasificación 

expuesta por Ambler en los años ochenta, la cual se fundamenta en la estructura molecular 
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de las betalactamasas con su respectiva secuencia de aminoácidos, donde se reconocen 4 

tipos moleculares: el grupo A con penicilinasas serina, el grupo B con metalo-B-lactamasas, 

el grupo C con cefalosporinasas, y el grupo D con oxacilinasas (48, 49). La mayoría de las 

BLEE pertenecen a la clase A, destacando los tres tipos más comunes como son TEM, SHV 

y CTX-M. Además, existen variantes menos frecuentes como PER, GES, VEB, BES, BEL, 

TLA y SFO. Las BLEE de los tipos TEM y SHV fueron descritos inicialmente en la década de 

1980 y se originaron a partir de sus predecesoras TEM-1, TEM-2 y SHV-1, mediante 

mutaciones puntuales que expandieron su espectro de actividad, permitiéndoles hidrolizar 

cefalosporinas de tercera generación y monobactámicos. La segunda clasificación es la 

propuesta por Bush Jacoby y Medeiros en el año de 1995, la cual depende de los sustratos 

que la enzima betalactamasa hidroliza y en cuales reprimen su actividad por la presencia de 

compuestos como el ácido clavulánico, EDTA, aztreonam y/o oxacilina. Este método práctico 

de organización de las beta-lactamasas, describe cuatro grupos basados en sustratos 

hidrolizados y sus respectivos perfiles de inhibición; sin embargo, la clasificación por Ambler 

es la más utilizada (40, 41). 

2.7. Genes de Resistencia 

Son la unidad básica de la herencia y las bacterias contienen miles de ellos caracterizados 

por tener 1 kb aproximadamente y no poseer intrones. De manera puntual, entre el 80 a 90% 

del cromosoma de las bacterias codifican proteínas, mientras que el resto son fracciones ADN 

intergénico involucrado en secuencias reguladoras y elementos no codificantes como los 

diferentes tipos de ARN. Entre las diferentes bacterias existentes, el tamaño de sus genomas 

varía dependiendo del contenido de genes que estos poseen, incluso con el resto de su propio 

linaje. En un estudio realizado por Welch et al. (36) en 2002, se realizó una secuenciación del 

genoma de varias cepas de Escherichia coli, las cuales difirieron en su potencial patógeno, 

debido a que algunas integraron segmentos de ADN principalmente mediante fagos y llegaron 

a formar islas de genes particulares (42). 

Existe evidencia que las bacterias resistentes a los antibióticos en conjunto con los genes de 

resistencia no se producen únicamente por el contacto con los antibióticos, ya que se ha 

encontrado núcleos de sedimentos congelados de 30.000 años de antigüedad con genes de 

resistencia a antibióticos para betalactámicos, tetraciclinas y vancomicinas. Entre las 

actividades que aceleran esta diseminación se encuentran el uso excesivo de antibióticos en 

centros de atención de la salud humana y veterinaria, en los hogares cuando se realiza de 

manera inadecuada, en actividades ganaderas y de agricultura para la prevención de 
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enfermedades y promover el crecimiento de animales de granja. Todos los residuos de estos 

antibióticos terminan en el suelo y agua, provocando que el conjunto de bacterias patógenas 

o no patógenas de una comunidad microbiana denominado resistoma tengan un contacto 

insuficiente para eliminarlas, pero idóneo para poder desarrollar una resistencia al antibiótico 

(43, 44). 

2.7.1. Mecanismos de transferencia genética  

La transferencia horizontal de genes se refiere al intercambio de material genético entre 

organismos de especies no relacionadas, a través de mecanismos diferentes a la 

reproducción sexual o asexual. La transferencia horizontal de genes (HGT) juega un papel 

clave en la evolución, al proporcionar cambios fenotípicos adaptativos a las células 

procariotas y lograr sobrevivir. En este caso, la diseminación de elementos genéticos, como 

genes de resistencia a antibióticos, entre diferentes bacterias les permite adquirir varias 

resistencias a los antimicrobianos sin haber sufrido una exposición previa a estos. Los 

mecanismos más estudiados de HGT son: 

- Transformación: Mediante este mecanismo la bacteria es capaz de captar ADN 

externo de su ambiente e integrarlo mediante recombinación homóloga. Este ADN 

externo tiene un tiempo de vida limitado, por lo tanto, la bacteria debe empaquetarlo 

rápidamente mediante vesículas de membrana. 

- Conjugación: En este caso se necesita que las bacterias implicadas tengan un 

contacto estrecho y lograr el movimiento de plásmidos o elementos conjugativos 

integradores (ICEs), que son fragmentos de material genético libre que circula en la 

célula de bacterias de forma independiente del genoma. Estos elementos móviles 

genéticos poseen un sistema llamado “maquinaria de formación de pares de 

apareamiento” que ayudan a conectar a las dos bacterias implicadas. Dentro de este 

sistema existe una estructura llamada T4SS (sistema de secreción tipo 4) que 

transfiere el ADN de una bacteria donante a una receptora. Entre los plásmidos 

hallados frecuentemente en bacterias productoras de BLEE están: 

- Plásmidos IncF: Se encuentra mayoritariamente en E. coli y se los ha 

encontrado genes codificantes de BLEE y carbapenemasas. 

- Plásmidos IncI: Se encuentra mayoritariamente en E. coli y S. enterica, 

encontrando genes BLEE y AmpC. 
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- Plásmidos IncN: Se encuentra mayoritariamente en E. coli y el gen al que más 

se lo asocia es a blaCTX-M1. 

- Plásmidos IncA/C: Se los asocia con bacterias multidrogoresistentes (MDR), 

codificando BLEE (especialmente blaTEM y blaSHV) y carbapenemasas 

(blaOXA, blaNDM, blaIMP). 

- Plásmidos IncY: Se los relaciona con la resistencia a ampicilina y portan el gen  

blaSHV. 

- Plásmidos IncL/M: Se lo vincula mundialmente al gen blaOXA-48, 

especialmente en K. pneumoniae. También puede portar los genes blaCTX-M-

1, -3, -14, -15, blaTEM-1, -10, -52, blaSHV-1 y armA (45, 46). 

- Transducción y lisogenia: A diferencia de la conjugación, este mecanismo le ayuda a 

la bacteria a intercambiar material genético a una distancia mayor, sin necesidad de 

tener contacto con otra. Esto lo logra mediante los bacteriófagos (virus que infectan 

bacterias), los cuales están constituidos por una cubierta proteica llamada cápside la 

cual contiene en su interior material genético que se integra al genoma bacteriano lo 

cual altera al mismo (47).  

Además, también existen estructuras denominadas transposones, que son bloques de 

material genético que tiene la capacidad de saltar dentro y fuera del genoma (48, 49). 

2.8. Gen blaSHV 

El gen blaSHV codifica a la enzima sulfhidrilo variable (SHV), responsables de conferir 

resistencia a diversos antibióticos beta-lactámicos, como penicilinas, cefalosporinas de 

tercera generación y monobactámicos, aunque son inhibidas por compuestos como el ácido 

clavulánico. Generalmente localizado en plásmidos, este gen se disemina entre diferentes 

especies bacterianas, especialmente entre Enterobacterales como Klebsiella pneumoniae y 

Escherichia coli. Las variantes más comunes incluyen a SHV-1, con actividad básica de 

penicilinasa, y de las variantes BLEE (SHV-2 y SHV-5), que presentan resistencia ampliada 

hacia cefalosporinas avanzadas. Su relevancia clínica radica en su implicación en infecciones 

asociadas a la atención en salud (IAAS) y en la resistencia a betalactámicos, complicando los 

tratamientos (50). 



                      25 

 

Paulina Ivanova Quichimbo Tuza - Diego Sebastián Vicente Padilla 

 

2.8.1. Epidemiología 

Las betalactamasas de espectro extendido representan un creciente desafío a nivel mundial, 

debido al incremento en la incidencia y prevalencia de infecciones causadas por bacilos 

gramnegativos. Estas enzimas son producidas por bacterias que expresan genes específicos, 

como blaCTX-M, blaTEM y blaSHV, tradicionalmente las BLEE más comunes. En la última 

década se ha observado una expansión significativa de cepas que producen BLEE del tipo 

blaCTX-M en numerosos países. Actualmente, las CTX-M se han convertido en las variantes 

de BLEE predominantes a nivel global, reflejando un cambio epidemiológico significativo en 

la resistencia antimicrobiana (50, 51). 

La mayoría de casos donde se aíslan bacterias con SHV es en infecciones de tracto urinario 

y brotes de neumonía causados por Klebsiella spp. y Escherichia coli, de las cuales se han 

reportado siete variantes de este gen en aislamientos clínicos: el primero por blaSHV-15 en el 

Reino Unido con contagio en la India, la segunda por blaSHV-24 en Japón, la tercera por 

blaSHV-102 en España, la cuarta por blaSHV-129 en Italia, la quinta por blaSHV-70 en China, la 

sexta por blaSHV-128 en Túnez, y la séptima por blaSHV-183 que no se ha descrito donde, 

donde las 3 últimas fueron en aislamientos de Enterobacter cloacae (52). 

En un estudio realizado por Méndez (53) en Colombia en el 2021, de un total de 79 aislados 

bacterianos del área metropolitana de Bucaramanga, la prevalencia del gen blaSHV-2 fue del 

54,7 % de los casos, evidenciando su alta distribución en esta región. Por otro lado, en Perú 

en el año 2021 se realizó un estudio de genotipificación para evidenciar la resistencia en 37 

cepas de K. pneumoniae productoras de BLEE procedentes de dos hospitales, donde 

concluyen que la presencia del gen blaSHV en promedio de ambos hospitales es del 92% del 

total de aislados (54). 

La identificación y monitoreo de genes como blaSHV y su coexistencia con otros determinantes 

genéticos de resistencia resultan fundamentales para comprender la epidemiología de estas 

bacterias en la región. Además, el uso de métodos moleculares estandarizados en estos 

estudios proporciona datos confiables y comparables a nivel global, lo que fortalece las 

estrategias para enfrentar la resistencia bacteriana en contextos clínicos y comunitarios. Este 

tipo de investigaciones constituyen una herramienta clave para orientar decisiones en 

políticas de salud pública y optimizar el manejo de los antimicrobianos (55). 
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2.9. Pruebas de Detección 

2.9.1. Detección fenotípica  

La detección fenotípica desempeña un papel fundamental en el diagnóstico microbiológico 

dentro del laboratorio clínico. Por lo cual el Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio 

(CLSI) ha establecido estándares para la identificación de resistencia a los antibióticos en 

Enterobacterales. Estas guías proporcionan metodologías confiables que permiten evaluar el 

perfil de susceptibilidad antimicrobiana, lo que es esencial para un manejo clínico adecuado 

(6, 56). 

2.9.1.1. Test de doble disco  

La prueba de discos combinados con inhibidor es uno de los métodos recomendados por el 

CLSI-M100-Ed34 2024 para detectar betalactamasas de espectro extendido en Klebsiella 

pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli y Proteus mirabilis. Este ensayo consiste en 

comparar los halos de inhibición generados por un disco de papel filtro de 6 mm impregnado 

con una cefalosporina de tercera generación, frente a los obtenidos por la misma 

cefalosporina combinada con ácido clavulánico. Cuando existe una diferencia ≥5 mm entre el 

diámetro de la zona de inhibición del antimicrobiano/clavulanato con el diámetro de inhibición 

del antimicrobiano en solitario, se concluye que es una bacteria productora de BLEE (6, 56). 

2.9.2. Detección genotípica  

Las pruebas de amplificación de ácidos nucleicos (NAAT), como la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) es esencial para identificar determinantes genéticos de resistencia 

antimicrobiana. La PCR utiliza enzimas termoestables como la polimerasa Taq para replicar y 

amplificar ADN bacteriano a través de un ciclo repetido de desnaturalización (94 °C), 

alineación (56 °C) y elongación (72 °C), generando múltiples copias en 30–35 ciclos. Este 

método es rápido, sensible y reproducible, y los productos de amplificación se analizan 

mediante electroforesis en gel de agarosa, donde se observan bandas específicas, de esta 

manera se logra evidenciar la presencia de genes como blaSHV (57). 
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3. Capítulo III 

3.1. Objetivos del Estudio 

3.1.1. Objetivo General 

1. Detectar la presencia del gen blaSHV en Enterobacterales productores de 

betalactamasas de espectro extendido de cepas procedentes de la Clínica Santa Ana 

y Hospital del Río, Cuenca 2024. 

3.1.2. Objetivos Específicos 

1. Detectar la presencia de enzimas betalactamasas de espectro extendido en las 

bacterias del orden Enterobacteral, mediante el test de doble disco. 

2. Identificar la presencia del gen de resistencia a betalactámicos blaSHV mediante 

reacción en cadena de la polimerasa convencional.  

3. Analizar las cepas bacterianas portadoras del gen blaSHV con las variables de estudio. 
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4. Capítulo IV 

4.1. Metodología 

Diseño de estudio 

El siguiente estudio es de tipo descriptivo y transversal. 

4.2. Área de Estudio 

Se trabajó con cepas del orden Enterobacterales, obtenidas del cepario de la Clínica Santa 

Ana y del Hospital del Río, las cuales cumplieron con los criterios de inclusión y exclusión 

establecidos. 

Lugar 1: Hospital del Río - Universidad de Cuenca 

Dirección: Avenida 24 de Mayo y Autopista Cuenca-Azogues 

Lugar 2: Clínica Santa Ana - Universidad de Cuenca 

Dirección: Avenida Manuel J. Calle - Cuenca 

4.3. Universo y Muestra 

El universo correspondía a la totalidad de los ceparios de las dos casas de salud y, la muestra 

estuvo conformada por 85 cepas bacterianas procedentes de aislados clínicos recolectados 

durante los meses marzo - agosto 2024 que pertenecieron al orden Enterobacterales 

productores de betalactamasas de espectro extendido.  

4.4. Criterios de inclusión y exclusión 

Criterios de inclusión 

- Cepas bacterianas procedentes de aislados clínicos. 

- Cepas bacterianas pertenecientes al orden Enterobacterales. 

- Cepas bacterianas cuyos reportes señalan que son productoras de betalactamasas 

de espectro extendido.  

Criterios de exclusión  

- Cepas bacterianas con doble aislamiento. 

- Bacterias productoras de otras enzimas (betalactamasas tipo AmpC y 

carbapenemasas). 

4.5. Variables de estudio  

Como variables de estudio se consideró: 

- Género y especie bacteriana. 

- Test de doble disco. 

- Tipo de muestra. 
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- Gen blaSHV. 

4.6. Operacionalización de las Variables (Anexo A) 

4.7. Métodos, técnicas e instrumentos  

Métodos 

Se llevó a cabo la viabilización de cepas bacterianas pertenecientes al orden 

Enterobacterales productoras de BLEE, aisladas en la Clínica Santa Ana y el Hospital del Río. 

Posteriormente, se confirmó la producción de BLEE mediante la prueba de doble disco y se 

realizó la detección del gen blaSHV utilizando la técnica de PCR convencional.  

Técnicas 

Los datos sobre la identificación y antibiograma de las cepas bacterianas se recolectaron a 

través del formulario de recolección de datos, utilizando los registros de los laboratorios 

generados por los equipos VITEK 2 compact 15 (Hospital del Río) y PHOENIX 100 (Clínica 

Santa Ana). Los resultados obtenidos fueron almacenados en Microsoft Excel, se analizaron 

y vincularon mediante el programa Statistical Package for the Science (SPSS).  

Instrumentos 

Se utilizó un formulario de recolección de datos para obtener la información del área de 

microbiología de la Clínica Santa Ana y Hospital del Río (Anexo B). 

Autorización: Se solicitó el permiso para utilizar el laboratorio de microbiología y biología 

molecular de la Facultad de Ciencia Médicas, de la Universidad de Cuenca. Se solicitó la 

carta de interés a los directores de Investigación del Hospital del Río y de la Clínica Santa 

Ana, para el uso de las cepas de aislados clínicos (Anexo C). 

Capacitación: Al ser estudiantes de la carrera de Laboratorio Clínico, estamos capacitados 

teniendo en cuenta la malla curricular, ya que se cursaron las asignaturas necesarias para el 

desarrollo de la investigación, teniendo el conocimiento óptimo para correlacionar e 

interpretar los resultados de Laboratorio Clínico apoyándonos en fuentes bibliográficas de 

amplitud científica. 

Supervisión: El estudio se realizó bajo la supervisión de la Mgs. Solmayra Agreda, tutora de 

tesis. 
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Procedimientos analíticos  

La siguiente investigación fue realizada mediante los siguientes procedimientos:  

Viabilización de cepas: 

1. Se prepararon medios de cultivo MacConkey de acuerdo a las especificaciones de la 

casa comercial (HIMEDIA) en cajas bipetri, utilizando 49,53 gramos de agar 

MacConkey para 1000 ml de agua destilada. 

2. Se transfirió las cepas seleccionadas del ultracongelador (-20°C) al congelador (-2°C) 

durante una hora. 

3. Se colocaron las cepas del congelador a temperatura ambiente para completar su 

descongelación progresiva durante una hora. 

4. Se realizó la siembra de las cepas en las cajas bipetri MacConkey mediante la técnica 

de agotamiento, utilizando un asa en argolla desechable y rotular. 

5. Se incubaron por 24 horas a 35°C ± 2. 

6. Con base en las características macroscópicas como fermentación de lactosa, 

tamaño, bordes y crecimiento, se comprobó la pureza del cultivo mediante la 

observación directa (58, 59). 

 

Figura 1. Crecimiento en medio de MacConkey 

Estandarización del medio de cultivo Mueller-Hinton: 

Profundidad 

1. Se realizó el cálculo del agar según las instrucciones de la casa comercial (HIMEDIA) 

para seis cajas, donde llevarán 20, 21, 22, 23, 24, 25 ml respectivamente. 

a. Se utilizaron 38,04 gr de agar para 1.000 ml de agua destilada. 
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2. Se colocó una luna de reloj sobre la balanza Electronic Balance, se llevó a cero y se 

pesaron los 5,70 gramos de agar y con una probeta se midió 150 ml de agua destilada. 

3. En un frasco de tapa rosca se llevó a ebullición durante unos 5-10 minutos hasta que 

la mezcla se observó transparente. Tener en cuenta que durante este tiempo se 

homogeneizó la mezcla de manera constante. 

4. Se llevó al autoclave la mezcla a una temperatura 121ºC durante 45 minutos. 

5. Con ayuda de una pipeta volumétrica y pera de absorción se dispensaron 20, 21, 22, 

23, 24, 25 ml del agar en cada caja petri respectivamente. 

6. Una vez solidificados los medios, se procedió a insertar una regla metálica en cada 

caja para evaluar la profundidad con los diferentes  

7. Los valores más próximos a 4 mm de profundidad correspondieron a las cajas de 22, 

23, 24 ml. 

8. Se repitieron los pasos para preparar nuevamente agar Müller-Hinton para tres cajas 

petri. 

a. Se utilizaron 2,85 gr con 75 ml de agua destilada. 

9. Una vez solidificados los medios, se insertó nuevamente una regla metálica en cada 

una de las cajas, obteniéndose los siguientes resultados: 

- 22 ml = 3,80 mm 

- 23 ml = 4,10 mm 

- 24 ml = 4,50 mm 

10. Se verificaron los resultados con un calibrador, y con ello se concluyó que el valor más 

próximo a 4 mm de profundidad corresponde a la caja de 23 ml (60). 

Esterilidad 
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1. Se realizó el cálculo del agar según las instrucciones de la casa comercial (HIMEDIA) 

para tres cajas con 23 ml de medio, de manera similar a lo ya mencionado 

anteriormente. 

2. Se colocó el agar y el agua destilada en un frasco de tapa rosca, se llevó a ebullición 

durante unos 5-10 minutos hasta que la mezcla se observó transparente. Tener en 

cuenta que durante este tiempo se homogeneizó la mezcla de manera constante. 

3. Se llevó al autoclave la mezcla a una temperatura 121ºC durante 45 minutos. 

4. Con ayuda de una pipeta volumétrica y pera de absorción, se dispensaron 23 ml del 

agar en cada caja petri. 

5. Una vez ya solidificados los medios, se llevaron a la cabina de bioseguridad para 

colocarles luz UV durante 10 minutos. 

6. Se colocaron las cajas a incubación durante 72 horas a una temperatura de 37ºC. 

7. Pasado este tiempo, se observó si existe o no crecimiento bacteriano. 

a. Cuando no existía crecimiento, se dejaban nuevamente las cajas Petri a una 

temperatura de 37ºC durante 1 semana con la finalidad de descartar 

crecimiento fúngico. 

b. Una vez terminado este tiempo, se observaron las cajas petri y si no existe 

ningún crecimiento, se concluye que el medio pasa el control de calidad en 

referencia a esterilidad (60). 

pH 

1. Se realizó el cálculo del agar según las instrucciones de la casa comercial (HIMEDIA) 

para dos cajas con 23 ml de medio, de manera similar a lo ya mencionado 

anteriormente. 

2. Se colocó el agar y el agua destilada en un frasco de tapa rosca, se llevó a ebullición 

durante unos 5-10 minutos hasta que la mezcla se observó transparente. Tener en 

cuenta que durante este tiempo se homogeneizó la mezcla de manera constante. 

3. Se dispensaron en tubos pequeños de tapa rosca solución salina esteril. 
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4. Se llevó al autoclave la mezcla y los tubos pequeños a una temperatura 121ºC durante 

45 minutos. 

5. Con una pipeta volumétrica y pera de absorción se dispensaron 23 ml del agar en 

cada caja Petri. 

6. Con ayuda de un hisopo esteril se procedió a tomar colonias de la cepa ATCC 25922 

(Escherichia coli), se colocó en los tubos pequeños con solución salina esteril y se 

mezcló en el vortex durante 10 segundos. 

7. En un turbidímetro Densimat se midió la turbidez del tubo, siendo lo óptimo un inóculo 

de 0,5 en escala de McFarland. 

8. Se realizó la técnica de siembra masiva con un hisopo estéril y se esperó 5 minutos 

para la adaptación de la bacteria al medio. 

9. Se colocó un disco de gentamicina (10 ug) y un disco de tetraciclina (30 ug) con una 

distancia de 20 mm entre ambos discos. 

10. Se incubaron a una temperatura de 37ºC durante 24 horas. 

11. Después de este tiempo, se midió los halos de crecimiento con una regla metálica: 

a. Lo ideal era obtener un rango de gentamicina de 19-26 mm y tetraciclina de 

18-25 mm. 

12. Si se encontraba dentro de estos rangos, se concluye que el pH del medio es óptimo 

(60). 

Test de doble disco para detección de BLEE: 

1. Se realizó un inóculo bacteriano de 0,5 en la escala McFarland, es decir, que exista 

1,5 x 108 UFC/ml del microorganismo en estudio. 

2. En un medio Müller-Hinton, se realizó una siembra masiva con ayuda de un hisopo 

estéril. 

3. Se permitía que el microorganismo inoculado se adapte al medio durante 5 minutos. 
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4. Se dispensó un disco de ceftazidima (30 ug) a 24mm de un disco de ceftazidima/ácido 

clavulánico (30 / 10 ug), así mismo con los discos de cefotaxima (30 ug) y 

cefotaxima/ácido clavulánico (30 / 10 ug) con ayuda de una pinza. 

5. Se incubó durante 16-18 horas a 35°C ±2°C. 

6. Se realizó la lectura de los halos y se interpretaron los resultados: 

a. Si la diferencia entre el diámetro del halo de inhibición de ceftazidima/ácido 

clavulánico o cefotaxima/ácido clavulánico y el halo de ceftazidima o 

cefotaxima era ≥5 mm, indicaba que se trata de una BLEE. 

b. Si la diferencia entre el diámetro del halo de inhibición de ceftazidima/ácido 

clavulánico o cefotaxima/ácido clavulánico y el halo de ceftazidima o 

cefotaxima era ≤5 mm, indica que no se trata de una BLEE (56, 61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extracción y purificación de ADN bacteriano a partir de las cepas analizadas: 

Lisis por calor: 

1. Para una extracción rápida del ADN, se suspendieron 5 colonias de la cepa de interés 

en 75μL de agua destilada ultrapura. 

2. Se calentó a 95 °C durante 10 minutos. 

Figura 2. Test de doble disco positivo 
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3. Se dejó a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

4. Se centrifugó a 14.000 rpm durante 1 minuto. El sobrenadante se colocó en un nuevo 

eppendorf (este se guardaba). 

5. Se almacenaba a -20° o -80° hasta su uso. 

Purificación de ADN:  

1. Se agregó en 1 eppendorf 50μL del ADN extraído y 100μL de etanol puro (el etanol 

debía estar frío, mínimo 30 min antes en congelación a -20°C). 

2. Se incubó a -20ºC durante 30 minutos. 

3. Se centrifugó a 14.000 rpm durante 10 minutos. 

4. Se eliminó el sobrenadante. 

5. Se añadió 500μL de etanol al 70 %. 

6. Se centrifugaba a 10.000 rpm durante 5 minutos. 

7. Se elimina el sobrenadante. 

8. Se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente. 

9. Almacenar a -20ºC hasta su uso (62, 63). 

 

 

 

 

  

 

 

 
Figura 3. Extracción y purificación de ADN 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): 

La PCR para el gen blaSHV consta de 35 ciclos, los cuales están conformados por una serie 

de etapas sucesivas y repetitivas. El protocolo para la realización de la PCR es el siguiente: 

1. Tomando en cuenta el número de reacciones a realizar, se preparó la Mastermix en 

un tubo de microcentrífuga Eppendorf de 1,5 ml libre de nucleasas, que tendrá como 

volumen final 45ul: 

a. Buffer 10x: 5ul 

b. MgSO4: 2ul 

c. Primers: 1ul de Forward + 1ul de Reverse 

d. DNTP´s: 1ul 

e. Agua grado molecular: 34ul 

f. Taq polimerasa: 1ul 

2. Se colocó 5ul de muestra, para dar un volumen final de PCR de 50ul. 

3. Se rotularon los tubos de las muestras a analizar con el código correspondiente. 

4. Se colocaron los tubos en el termociclador, en las siguientes condiciones: 

a. Desnaturalización: En esta etapa la cadena de ADN se calienta a una 

temperatura de 94°C por 23 segundos para provocar la separación de las dos 

hebras complementarias al romper las uniones de hidrógeno entre las bases 

nitrogenadas. 

b. Alineamiento: En esta etapa, los primers (oligonucleótidos cortos de ADN 

complementarios a un segmento específico de la hebra de ADN)) se unen a 

las hebras de ADN a una temperatura de 56°C por 30 segundos. Las 

secuencias de los primers a utilizar son: 

c. blaSHV Forward: AGC CGC TTG AGC AAA TTA AAC 

d. blaSHV Reverse: ATC CCG CAG ATA AAT CAC CAC 

5. Elongación:  En esta etapa, la enzima ADN polimerasa acelera la incorporación de los 

nucleótidos a la cadena de ADN en desarrollo, desde el lugar donde se encuentran 

los primers. Este proceso ocurre generalmente a una temperatura de 72°C por 2 

minutos, ya que el ADN polimerasa trabaja de manera óptima a esa temperatura (64, 

65). 

Consideraciones: 



                      37 

 

Paulina Ivanova Quichimbo Tuza - Diego Sebastián Vicente Padilla 

 

Se realizó una PCR previa de las muestras para poder evaluar la presencia del gen ribosomal 

16S, puesto que al estar presente en todas las bacterias nos ayuda a confirmar la presencia 

de DNA bacteriano. 

1. Las condiciones para la PCR de este gen son similares a aquellas del gen blaSHV. Sin 

embargo, la cantidad de reactivo cambia ligeramente, donde para tener un volumen 

final de la Master Mix de 45 ul: 

a. Buffer 10x: 5ul 

b. MgSO4: 2ul 

c. Primers: 1,5ul de Forward + 1,5ul de Reverse 

d. DNTP´s: 1ul 

e. Agua grado molecular: 33ul 

f. Taq polimerasa: 1ul 

2. Se colocó 5ul de DNA de muestra, para alcanzar los 50ul finales de PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Electroforesis y visualización de resultados: 

1. Se preparó TAE 1X al mezclar 980 ml de agua destilada con 20 ml de TAE 50X. 

2. El gel de agarosa se obtuvo al mezclar 160 ml de buffer TAE 1X con 2,4 gr de agar 

en un matraz, y con ayuda del microondas disolver completamente en intervalos de 1 

Figura 4. Interfaz del termociclador utilizado para PCR 
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minuto o 30 segundos hasta que se haya disuelto por completo el agar (debe quedar 

transparente). 

3. Se dejó enfriar ligeramente para colocar 20ul de SafeView Classic (visualizador). 

4. Se colocó el agar en la cámara de electroforesis previamente alistada con los soportes 

y peines. 

5. Dejar solidificar completamente por aproximadamente 20 minutos. 

6. Se debía retirar los soportes y peines. 

7. Cubrir el gel con el resto de TAE 1X. 

8. Se debía pipetear en los diferentes pocillos 5ul de DNA Loading Dye con 20ul de la 

muestra, control positivo o control negativo. 

9. Se debía pipetear 15ul del marcador de peso molecular. 

10. Colocar la tapa en la cámara y conectar la cámara con la fuente de poder al colocar 

los tornillos. 

11. Iniciaba la electroforesis por aproximadamente 40 minutos con 100v. 

12. Una vez terminado el proceso, apagar la fuente de poder y desconectar los tornillos. 

Visualización de resultados 

13. Se retira el gel de agarosa de la cámara de electroforesis. 

14. Se colocó en el transiluminador. 

15. Prender el transiluminador en un cuarto oscuro 

16. Visualizar todos los componentes de la electroforesis: 

a. Marcador de peso molecular 

b. Control positivo 

c. Control negativo 

d. Muestras 

17. Fotografía de los resultados (65, 66).  
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4.8. Consideraciones bioéticas  

Aspectos éticos  

Los datos recolectados de los registros del laboratorio de microbiología del Hospital del Río 

y Clínica Santa Ana, fueron utilizados con total confidencialidad, dando uso únicamente para 

la investigación, no incluyendo datos personales de los pacientes que involucren su 

privacidad, tal como lo señala el Acuerdo Ministerial 5216 en el Capítulo III: 

CONFIDENCIALIDAD EN LOS DOCUMENTOS CON INFORMACIÓN DE SALUD, en su Art. 

7.- “El uso de los documentos que contienen información de salud no se podrá autorizar para 

fines diferentes a los concernientes a la atención de los/las usuarios/as, evaluación de la 

calidad de los servicios, análisis estadístico, investigación y docencia. Toda persona que 

intervenga en su elaboración o que tenga acceso a su contenido, está obligada a guardar la 

confidencialidad respecto de la información constante en los documentos antes 

mencionados”. Así como también en el Art. 12.- “En el caso de historias clínicas cuyo uso 

haya sido autorizado por el/la usuario/a respectivo para fines de investigación o docencia, la 

identidad del/a usuario/a deberá ser protegida, sin que pueda ser revelada por ningún 

concepto. El custodio de dichas historias deberá llevar un registro de las entregas de las 

mismas con los siguientes datos: nombres del receptor, entidad en la que trabaja, razón del 

uso, firma y fecha de la entrega”.  

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 
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La información fue recolectada a partir de una base de datos secundaria, donde no constaban 

los datos personales ni historias clínicas de los pacientes, no existe la posibilidad de acceder 

a la información del investigado que se aisló este microorganismo. A partir de esta información 

se completó los formularios con los números de cepas bacterianas etiquetando desde 001, 

esta base de datos fue archivada y protegida con contraseña que incluirá 8 caracteres 

alfanuméricos, a la cual sólo tuvieron acceso los investigadores.  

Riesgos del estudio. - no existió riesgos para la población ya que no se trabajó con muestras 

biológicas ni pacientes, ni para estudiantes debido a que trabajo cumpliendo las normas de 

bioseguridad y utilizó los equipos de protección personal. 

Beneficios del estudio. - el conocer los genes de resistencia circulantes en bacterias del 

orden Enterobacterales permitió adoptar medidas de prevención disminuyendo la 

diseminación de este tipo de bacterias en la población. 

Conflicto de intereses. - los autores declaran no tener conflicto de intereses. 
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5. Capítulo V 

5.1. Resultados 

Tabla 1. Detección de la producción de BLEE mediante el test de doble disco 

Test de doble disco Frecuencia Porcentaje 

Positivo 85 100 

Negativo 0 0 

Total 85 100 

Fuente:  Formulario de recolección de datos. 
Autores: Diego Sebastián Vicente Padilla – Paulina Ivanova Quichimbo Tuza. 

El 100 % de las cepas bacterianas estudiadas resultaron positivas para la prueba de BLEE, 

utilizando el método de doble disco.  

Tabla 2. Frecuencia del gen blaSHV en las cepas analizadas 

Gen blaSHV Frecuencia Porcentaje 

Detectado 15 17,60 

No detectado 70 82,40 

Total 85 100,00 

Fuente: Formulario de recolección de datos. 
Autores: Diego Sebastián Vicente Padilla – Paulina Ivanova Quichimbo Tuza. 

El gen blaSHV se detectó en 15 (17.6 %) de las 85 cepas aisladas en el estudio, mientras que 

en 70 (82,40 %) no se detectó el gen. 

 

 

 

 

 



                      42 

 

Paulina Ivanova Quichimbo Tuza - Diego Sebastián Vicente Padilla 

 

 

 

Tabla 3. Distribución de género y especie bacteriana del orden Enterobacterales productoras 
de BLEE portadora del gen blaSHV 

Género y especie 

bacteriano 

Gen blaSHV 

Detectado  No detectado Total 

 

Escherichia coli 

3 

(3,50 %) 

65 

(76,50 %) 

68 

(80,00 %) 

Klebsiella 

pneumoniae 

10 

(11,80 %) 

2 

(2,40 %) 

12 

(14,10 %) 

 

Proteus mirabilis 

1 

(1,20 %) 

2 

(2,40 %) 

3 

(3,50 %) 

 

Morganella morganii 

1 

(1,20 %) 

1 

(1,20 %) 

2 

(2,40 %) 

Total 15 

(17,60 %) 

70 

(82,40 %) 

85 

(100 %) 

Fuente:  Formulario de recolección de datos. 
Autores: Diego Sebastián Vicente Padilla – Paulina Ivanova Quichimbo Tuza. 

De las 15 cepas portadoras del gen blaSHV, Klebsiella pneumoniae representó el 11,8 %, 

seguida de Escherichia coli con el 3,5 %. 
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Tabla 4. Distribución del gen blaSHV según el tipo de muestra 

 Tipo de muestra  Gen blaSHV 

Detectado No detectado Total 

 

Orina 

15 

(17,60 %) 

55 

(64,70 %) 

70 

(82,30 %) 

 

Sangre 

0 

(0,00 %) 

3 

(3,50 %) 

3 

(3,50 %) 

Secreción de piel y 

tejidos blandos 

0 

(0,00 %) 

8 

(9,40 %) 

8 

(9,40 %) 

 

Secreción vaginal 

0 

(0,00 %) 

2 

(2,40 %) 

2 

(2,40 %) 

 

Líquidos 

0 

(0,00 %) 

2 

(2,40 %) 

2 

(2,40 %)  

 

Total 

15 

(17,60 %) 

70 

(82,40 %) 

85 

(100 %) 

Fuente:  Formulario de recolección de datos. 
Autores: Diego Sebastián Vicente Padilla – Paulina Ivanova Quichimbo Tuza. 

El 100 % de los aislamientos bacterianos que presentan el gen blaSHV provienen de muestras 

de orina. 
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6. Capítulo VI 

6.1. Discusión  

La resistencia bacteriana es el resultado del impacto del ser humano al utilizar de manera 

inapropiada los antibióticos en campos como la medicina humana, veterinaria, agricultura y 

ganadería, provocando de esta manera el desarrollo de mecanismos genéticos de resistencia 

y acelerando su transferencia (67). 

En el presente estudio, se trabajó a partir de los ceparios de dos casas de salud privadas 

(Clínica Santa Ana y Hospital del Río), utilizando 85 cepas pertenecientes al orden 

Enterobacterales, previamente reportadas como positivas para la presencia de BLEE 

mediante métodos fenotípicos a través de los sistemas automatizados VITEK II Compact 15 

del Hospital del Río y PHOENIX 100 de la Clínica Santa Ana. 

El test de doble disco es una herramienta empleada en la detección de bacterias productoras 

de BLEE mediante la observación de la diferencia de halos entre el inhibidor de 

betalactamasas y el betalactámico (68). Como se demuestra en el estudio realizado por Ajani 

T. et al. denominado “Evaluation of phenotypic and molecular technique in the detection of 

extended spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing gram negative bacilli in Ogun State, 

Nigeria” el método de doble disco demostró que tiene una sensibilidad del 100 % y una 

especificidad del 98,3 % (69). Por otra parte, la investigación de Sedlakova M. et al. coincide 

que la sensibilidad de este método fenotípico es del 100 % al estudiar 85 cepas identificadas 

previamente por el sistema automatizado Phoenix como BLEE (70). En el presente estudio, 

la utilización del test de doble disco permitió confirmar que el 100 % de las cepas analizadas 

eran productoras de BLEE, demostrando ser herramientas clave para la detección y 

confirmación de resultados. 

El gen blaSHV es uno de los determinantes genéticos más frecuentes en bacterias productoras 

de BLEE (71). En el estudio de Shoja S. et al., titulado “Bacteriological characteristics of 

hypervirulent Klebsiella pneumoniae rmpA gene (hvKp-rmpA)- harboring strains in the south 

of Iran”, se reportó una frecuencia del 87,50 % de este gen en cepas de Klebsiella 

pneumoniae aisladas clínicamente, destacando su elevada frecuencia en infecciones 

asociadas al cuidado de la salud (72). Así también Beltrán P. et al., en su estudio 

“Determinación de la presencia de los Genes β-lactámicos tipo TEM-SHV-CTX-M en 

bacterias betalactamasas de espectro extendido en muestras de cultivo del área de 

microbiología procedentes de los distintos servicios del Hospital Carlos Andrade Marín en el 
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periodo diciembre 2018 – mayo 2019”, reporta una frecuencia de 33,6 % en un total de 112 

cepas estudiadas (73). El presente estudio encontró una frecuencia del gen blaSHV del 17,60 

%, donde existe una variación que, aunque sea menor que las frecuencias reportadas en los 

estudios mencionados, este resultado subraya la necesidad de continuar monitoreando este 

gen como un indicador clave en la vigilancia de la resistencia bacteriana. 

La distribución de bacterias en aislados clínicos varía según la región y el contexto 

epidemiológico (74). En el estudio realizado por León D. et al., titulado “Caracterización 

molecular de Enterobacterias multirresistentes en dos departamentos de la selva peruana”, 

se reportó que, de las 61 cepas estudiadas, el gen blaSHV estaba presente en Escherichia 

coli con una frecuencia de 9,8 % y en Klebsiella pneumoniae con un 6,56 % (75). Por su parte, 

Coral D. et al., en su estudio “Caracterización molecular de genes de resistencia a β-

lactámicos en aislados bacterianos clínicos de la familia Enterobacteriaceae”, encontraron 

que Escherichia coli fue la bacteria más frecuente en los aislamientos con 86,40 % y seguida 

de Klebsiella oxytoca con 13,40 %, pero en ningún caso se detectó el gen blaSHV (76). Los 

datos obtenidos en el presente estudio difieren de los presentados previamente, mostrando 

una frecuencia del gen blaSHV de 3,50 % en Escherichia coli, del 11,80 % en Klebsiella 

pneumoniae, y del 1,20 % en Proteus mirabilis y Morganella morganii, respectivamente. En 

este contexto, Klebsiella pneumoniae destaca como la bacteria con mayor frecuencia de este 

gen, lo cual podría estar relacionado con diferencias en las prácticas clínicas, el uso de 

antibióticos o las características particulares de la población estudiada. Un ejemplo, es el 

estudio realizado por Al-Sheboul S. et al. en pacientes con neoplasias hematológicas, donde 

se demostró que el gen blaSHV fue el tipo de BLEE dominante en el 100% de las cepas de K. 

pneumoniae aisladas (77). 

La frecuencia de cepas productoras de BLEE varía considerablemente según el tipo de 

muestra y la región de estudio (78). En un análisis realizado por Ballén V. et al., sobre 

bacterias productoras de BLEE en cuatro hospitales de España, se reportó que el 44,88 % 

de las cepas provenían de muestras de orina, seguidas por muestras respiratorias 29,13 % y 

sangre 25,98 %, siendo el gen blaSHV el más frecuente con el 85,45 % (79). Por su parte, el 

estudio de Sakaeda K. et al., titulado “The genotypic and phenotypic characteristics 

contributing to flomoxef sensitivity in clinical isolates of ESBL-producing E. coli strains from 

urinary tract infections”, reportó que, entre los años 2008 y 2018, se aislaron 911 cepas de E. 

coli de muestras de orina, de las cuales solo 158 fueron productoras de BLEE (80). En 

comparación, el presente estudio demostró que la orina constituye la única fuente de aislados 

clínicos portadores del gen blaSHV, detectado en el 100 % de los casos. Esto se puede atribuir 
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a la existencia de un reservorio extrarrenal en la microbiota del tracto gastrointestinal, que 

podría contaminar la región periuretral debido a la proximidad anatómica, especialmente en 

mujeres. Este mecanismo ha sido analizado por Forde B. et al., en su estudio “Population 

dynamics of an Escherichia coli ST131 lineage during recurrent urinary tract infection”, donde 

se demuestra esta etiología a través de casos clínicos (81, 82). 
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7. Capítulo VII  

7.1. Conclusiones  

● De las 85 cepas estudiadas se detectó la presencia del gen blaSHV responsable de la 

producción de BLEE en un 17, 60 %. 

● Klebsiella pneumoniae fue la bacteria con mayor frecuencia de detección del gen 

blaSHV, registrando el 11,80 % de los casos.  

● El gen blaSHV fue detectado en las muestras de orina en el 17,60 %. 

● Los resultados obtenidos reflejan la situación local respecto a la diseminación de 

genes de resistencia como blaSHV, enfatizando la importancia de vigilar bacterias 

resistentes a los betalactámicos. 
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7.2. Recomendaciones 

● Realizar nuevos estudios con un mayor número de aislados clínicos bacterianos, 

preferiblemente de hospitales del sector público. 

● Realizar la extracción de DNA bacteriano a través de métodos automatizados, ya que 

esta metodología permite optimizar recursos. 

● Incluir en futuros estudios aislados clínicos de bacterias productoras de AmpC, 

considerando la presencia y relevancia de este tipo de resistencias en diversos 

patógenos bacterianos.  
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Anexos 

Anexo A: Operacionalización de variables 

Variable  Definición  Dimensión  Indicador  Escala  

Género y 

especie 

bacteriana 

Es un 

conjunto de 

poblaciones 

clonales que 

presentan 

un elevado 

grado de 

similitud 

fenotípica 

entre sí y 

que a su vez 

difieren de 

otros 

conjuntos de 

poblaciones 

clonales.  

Cultivo Formulario de 

recolección 

de datos  

● Escherichia 

coli 

● Klebsiella 

pneumoniae 

● Klebsiella 

oxytoca 

● Klebsiella 

ozaenae 

● Proteus 

vulgaris 

● Proteus 

mirabilis 

● Morganella 

morganii 

Test de 

doble disco 

Prueba 

fenotípica de 

disco 

combinado 

para 

detección de 

BLEE. 

Presencia o 

ausencia 

del halo de 

inhibición  

Diferencias 

entre los 

diámetros de 

los halos de 

inhibición.  

Positivo ___ 

 

Negativo ___ 
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Tipo de 

muestra  

Materiales 

de origen 

biológico 

que se 

recolectan y 

utilizan para 

realizar 

análisis, 

investigacio

nes y 

diagnósticos

.  

Muestra o 

fluido 

biológico  

Formulario de 

recolección 

de datos  

● Orina  

● Sangre  

● Secreciones 

de piel y 

tejidos 

blandos 

● Líquidos  

● Secreción 

vaginal 

  

Gen de 

Resistencia 

Segmento 

de ADN que 

posee la 

información 

para la 

resistencia a 

determinado

s 

antibióticos. 

Expresión 

del gen 

  

Resultado de 

PCR. 

Presencia del gen 

blaSHV 

Detectado ___       

No detectado ___ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                      61 

 

Paulina Ivanova Quichimbo Tuza - Diego Sebastián Vicente Padilla 

 

Anexo B: Formulario de recolección de datos 

 

Universidad de Cuenca 

Facultad de Ciencias Médicas 

Carrera de Laboratorio Clínico 

Detección del gen blaSHV en enterobacterales productores de betalactamasas de 

espectro extendido en cepas procedentes de la Clínica Santa Ana y Hospital del Río, 

Cuenca 2024. 

DATOS 

Género bacteriano:                                                Especie: 

Tipo de muestra 

Sangre 

Orina    

Líquidos  

Secreciones de piel y tejidos blandos 

Secreción vaginal 

Pruebas fenotípicas de resistencia bacteriana 

Test de doble 

disco: 

Positivo   Negativo 
 

Pruebas genotípicas de resistencia bacteriana: 

blaSHV:  Positivo ___      Negativo ___ 

Investigadores: Paulina Quichimbo y Diego Vicente 
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Anexo C: Oficio de autorización 
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