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Resumen 

El estudio de 6 aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos 

aislados en pacientes de una unidad neonatal y enmarcado en un sistema de vigilancia 

epidemiológica a nivel hospitalario, logró identificar por primera vez en nuestro país y 

Suramérica aislamientos productores de la metalo-β-lactamasa tipo NDM-1.  El propósito 

de este estudio fue determinar las características moleculares y genéticas en dichos 

aislamientos; así como, caracterizar las posibles estructuras de movilización responsables 

de la emergencia y/o diseminación de este gen en nuestro país.  Análisis moleculares 

mostraron que todos los aislamientos presentan el gen blaNDM-1  y genes en casete aadB-

catB3 en un plásmido conjugativo ≥170 Kb del grupo de incompatibilidad A/C.  Fueron 

relacionados clonalmente mediante PFGE y la tipificación de secuencias de múltiples 

locus mostró que todos los aislamientos son ST1043, diferente a los ST reportados 

previamente en NDM, sugiriendo la emergencia de NDM en nuestro país de manera 

distinta a lo encontrado con Klebsiella pneumoniae productora de KPC, el cual se debe 

casi exclusivamente a la diseminación del clon ST258.  

 

 

 

Palabras clave: Carbapenemasas, NDM-1, Klebsiella pneumoniae, resistencia 

antimicrobiana, UCI, Colombia.
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Abstract 

The study of six isolates of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae in patients of a 

neonatal unit and framed in a surveillance system in hospitals, identified for the first time 

in our country and South America isolates producing the metallo-β-lactamase type NDM-

1. The purpose of this study was to determinate the molecular and genetic features in 

these isolates; as well as characterize potential mobilizing structures responsible for the 

emergence and / or spread of this gene in our country. Molecular analysis showed that 

all the isolates have the blaNDM-1 gene and gene cassette array aadb-catB3 in a 

conjugative plasmid ≥ 170 kb of the incompatibility group A / C. Were clonally related by 

PFGE and multilocus sequence typing showed that all isolates were ST1043, unlike the ST 

previously reported in NDM, suggesting the emergence of NDM in our country differently 

from what have found in KPC producing Klebsiella pneumoniae, which is almost entirely 

due to the spread of clone ST258. 

 

 

 

Keywords: Carbapenemase, NDM-1, Klebsiella pneumoniae, antimicrobial resistance, 

ICU, Colombia 
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Introducción 

La resistencia bacteriana a antibióticos se ha convertido en una de las crecientes 
preocupaciones en salud pública, debido a que en las últimas décadas el uso excesivo de 
antibióticos, ha seleccionado de manera sucesiva clones bacterianos con mecanismos de 
resistencia cada vez más potentes, dificultando el tratamiento de infecciones ocasionadas 
por microorganismos multirresistentes (1, 2). Adicionalmente, la baja disponibilidad de 
nuevas opciones terapéuticas, principalmente por los elevados costos de investigación, 
así como,  por el constante desafío entre la creación de nuevas moléculas eficaces versus 
la propagación de determinantes de resistencia, ha agravado la problemática de 
resistencia antimicrobiana a nivel mundial (3).  En consecuencia, las infecciones 
hospitalarias ocasionadas por bacterias resistentes, son una causa importante del 
aumento de la morbi-mortalidad en pacientes hospitalizados y constituyen una carga 
social y económica significativa tanto para el paciente como para el sistema de salud en 
general, debido principalmente a estancias hospitalarias más prolongadas y mayores 
riesgos de mortalidad (4-6). 
 

En bacterias gram negativas, la producción de β-lactamasas es una de las causas más 

comunes de resistencia a antibióticos de tipo β–lactámicos, los cuales son una de las 

familias de fármacos de primera elección en la terapia antimicrobiana debido a su buena 

eficacia y seguridad, y también porque su actividad se puede ampliar o restablecer 

químicamente. Esta versatilidad y/o maleabilidad no la posee ninguna otra clase de 

antibiótico (7).  Las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se caracterizan por 

hidrolizar de manera eficiente antibióticos de tipo oximino- β-lactámicos; también se 

encuentran las carbapenemasas, determinantes de resistencia de gran importancia 

clínica debido a su amplio espectro de actividad antimicrobiana y resistencia a inhibidores 

(8, 9).  Estas enzimas pueden conferir resistencia no sólo contra las oximino-

cefalosporinas y cefamicinas sino también contra los carbapenémicos, pero no a 

aztreonam. En las infecciones ocasionadas por bacterias productoras de carbapenemasas 

generalmente se presentan fallas en la terapéutica antibiótica, así como un aumento en 

los costos en que incurren los pacientes que han recibido terapia antibiótica inapropiada 

(2, 10). 
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Así mismo, se han descrito diferentes sub-tipos de carbapenemasas, los más importantes 

respecto a su relevancia clínica y epidemiológica son: IMP (Imipenem hydrolyzing β-

lactamase), VIM (Verona Integron-encoded β-lactamase), KPC (K. pneumoniae 

Carbapenemase), SPM (Sao Paulo Metallo-β-lactamase) y recientemente las de tipo NDM 

(New Delhi Metallo-β-lactamase), las otras metalo-β-lactamasas (11), SIM (Seoul 

Imipenemase), GIM (German Imipenemase), DIM (Dutch Imipenemase) tienen una menor 

tasa de difusión y un impacto clínico inferior (10).   

 

La primera variante de NDM fue detectada en una cepa de Klebsiella pneumoniae y 

Escherichia coli aislada en un paciente que regresa a Suecia desde India en 2008 (12), país 

en donde NDM-1 se ha generalizado en la familia Enterobacteriaceae y donde se ha 

difundido a otros países del Reino Unido y Europa, Pakistán, países balcánicos, Australia, 

Hong Kong, Japón, Canadá, Estados Unidos, Guatemala, entre otros (13-23). Así mismo se 

ha logrado diseminar de manera eficiente en otras especies tales como: Acinetobacter 

(baumannii y no baumannii)(24), Pseudomonas aeruginosa(20), Salmonella enterica 

subsp. Enterica (22), Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Providencia stuartii (25-27) 

entre otras. Esta diseminación dada principalmente por la transferencia horizontal del 

gen blaNDM  a través de plásmidos conjugativos, que en su mayoría son fácilmente 

transferidos y capacitados para un amplio reordenamiento, lo que sugiere una 

transmisión generalizada y plasticidad entre poblaciones bacterianas.  Incluso, pueden 

co-transportar una variedad de determinantes de resistencia a diferentes clase de 

antibióticos tales como quinolonas, aminoglicosidos, genes de tipo 16S RNA metilasa, 

entre otros (26).  

 

Del mismo modo, la amplia diseminación del gen blaNDM  no solo ha sido por la 

movilización en plataformas plasmídicas, sino también por su asociación corriente arriba 

con la secuencia de inserción ISAba125 (encontrada completa y/o truncada) y 

caracteristica del transposon 125 identificado en Acinetobacter spp.  Asimismo, corriente 

abajo se ha identificado el gen ble MBL (resistencia a bleomicina) y trpF (N-5´-

phosphoribosyl transferase), los cuales sugieren que este tipo de secuencia de inserción 

haya empleado inicialmente un mecanismo de movilización  “en bloque” y por ende la 

hipótesis de que la secuencia de inserción ISAba125 pueda ser el origen de la 

diseminación entre plásmidos del grupo Enterobacteriaceae (26, 27). 
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Ahora bien, desde el primer reporte en Sur América de KPC-2 en Klebsiella pneumoniae, 

así como la evidencia de un brote intercontinental de Klebsiella pneumoniae con KPC-3 

desde Israel; por consiguiente, se ha detectado un incremento en el número de 

aislamientos productores de KPC en Colombia (28).  Este incremento de la prevalencia ha 

ocurrido simultaneamente con el aumento de los rangos de resistencia a carbapenémicos 

entre enterobacterias (hasta un 6%) (29); lo cual debido a estos hallazgos y con el fin de 

determinar el escenario de el incremento en la resistencia a antibioticos carbapenémicos 

y del continuo desafío mundial por la rápida diseminacion de determinantes de 

resistencia, surge la necesidad de hacer seguimiento a este tipo de amenazas en salud 

pública y lograr determinar los factores de riesgo, así como los mecanismos de 

movilización de estas determinantes genéticas, lo cual permite disponer de información 

epidemiológica valiosa de la constante dinámica de diseminación de la resistencia 

bacteriana en hospitales de nuestro medio. 

 

Es por lo tanto que el estudio de estos 6 aislamientos de Klebsiella pneumoniae 

resistentes a carbapenémicos y aislados en pacientes de una unidad neonatal,  

enmarcado en un sistema de vigilancia epidemiológica a nivel hospitalario, logró 

identificar por primera vez en nuestro país y Suramérica  aislamientos portadores del gen 

blaNDM-1.  El propósito de este estudio fue determinar las características moleculares y 

genéticas en  dichos aislamientos; así como,  caracterizar las posibles estructuras de 

movilización responsables de la emergencia o diseminación de este gen en nuestro país.  

Tales hallazgos en comparación con lo previamente reportado a nivel mundial, permitirá 

establecer la relación epidemiológica con determinados clones o la emergencia de este 

gen a partir de aislamientos circulantes en nuestro entorno, lo cual permitirá contribuir a 

generar información sólida que pueda ser utilizada para establecer medidas de control y 

prevención ante este fenómeno de resistencia. 
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Antecedentes 

En la década de los 80´s y 90´s, los antibióticos carbapenémicos fueron alguna vez 

considerados como “la última herramienta antimicrobiana” usados principalmente contra 

bacterias gram negativas productoras de enzimas de tipo BLEES y AmpC (7).  Para esa 

época, solo algunas β-lactamasas podían inactivar los carbapenémicos, y en un muy corto 

tiempo, las carbapenemasas y en especial las metalo- β-lactamasas (11) fueron más 

frecuentes al punto en que hoy están ampliamente distribuidas en los 5 continentes (30).  

Este aumento ha sido relacionado al uso inadecuado de los antibióticos, lo cual incide en 

que una gran proporción de especies de Pseudomonas spp. y Acinetobacter spp hayan  

desarrollado mutaciones que les confieren resistencia a carbapenémicos, y más aun a 

que especies de enterobacterias hayan adquirido estas determinantes de resistencia 

debido a su movilización por medio de plataformas genéticas móviles tales como los 

plásmidos (31)  
 

Actualmente, el personal médico y de atención hospitalaria son conocedores de la 

existencia de bacterias gram negativas resistentes a carbapenémicos debido a la 

presencia de carbapenemasas, especialmente encontradas en especies de Klebsiella spp., 

E. coli, Proteus spp., Enterobacter spp., entre otras; lo cual ha incrementado los índices de 

morbilidad y mortalidad en los pacientes infectados por estos microorganismos (30).  Las 

enzimas de tipo MBL también representan un reto a nivel clínico debido al alto espectro 

de actividad y su resistencia a inhibidores de β-lactamasas de tipo serina.  

Adicionalmente, estas determinantes genéticas se movilizan con otros genes que les 

confieren resistencia a otros grupos de antibióticos (ej. aminoglicósidos); constituyendo 

un reto para el tratamiento de las cepas portadoras, dado que presentan perfiles de 

resistencia contra la mayoría de antibióticos disponibles, incluyendo inhibidores de β-

lactamasas, lo cual les confiere una connotación de tipo “pan-resistente”, permitiendo 

solo ser tratadas con colistina y tigeciclina. Sin embargo el uso del primero fue 

descontinuado desde la década de los 80 por su alto rango de toxicidad a nivel renal, y el 

segundo tiene un costo bastante elevado, dificultando aún más el tratamiento para este 

tipo de microorganismos (32).  
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Varios brotes de bacterias productoras de MBL han sido reportados en diferentes 

hospitales a nivel mundial, principalmente en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), 

Salas de Cirugía,  UCI neonatales, Unidades de Transplante de órganos,  entre otras.  

Estos brotes a menudo involucran varios departamentos y se pueden extender por varios 

meses y hasta años.  Los análisis de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) y tipificación 

molecular indican que la mayoría de los brotes son monoclonales en su origen,  hecho 

que indica que los principales vehículos de diseminación de estos genes entre diferentes 

pacientes está dado principalmente por los trabajadores en el área de la salud (médicos, 

enfermeras, auxiliares, entre otros),  así como pacientes colonizados o infectados.  

Bacterias productoras de MBL de baja virulencia y encontradas en el ambiente 

hospitalario (ej. Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens) pueden también 

constituir un reservorio para la diseminación nosocomial de genes tipo MBL.  Fómites (ej. 

estetoscopios) han sido también implicados en la transmisión hospitalaria (4) 

 

La mayoría de infecciones producidas por cepas productoras de MBL ocurren 

principalmente en pacientes con considerables co-morbilidades o en pacientes 

internados en UCI con antecedentes de cirugías.  Los neonatos con  bajo peso al nacer en 

UCI-neonatales también tienen un alto riesgo de infección.  Igualmente se ha demostrado 

que hospitalizaciones prolongadas, quimioterapia neoplásica, corticosteroides, catéteres 

urinarios, administración/duración de antibióticos, dosis total de antibióticos 

administrados y dosis total de carbapenémicos son estadísticamente significativos para el 

desarrollo infecciones hospitalarias (33).  

 

Así mismo, cepas productoras de MBL han sido implicadas en casos de neumonía 

nosocomial, neumonía asociada a ventiladores, bacteremias, sepsis, infecciones urinarias, 

infecciones intra-abdominales, infecciones de heridas quirúrgicas, abscesos cerebrales, 

entre otras (4).  Estas cepas están asociadas con tasas de mortalidad desde un 25% hasta 

un 75%; un estudio canadiense encontró un incremento en el rango de mortalidad entre 

pacientes con infecciones ocasionadas por P. aeruginosa productora de MBL, comparado 

con pacientes con infecciones provocadas por  P. aeruginosa no productora de MBL (25% 

vs. 13%; P < 0.05) (34). 

 

Por otro lado, la metalo-β-lactamasa de tipo NDM-1 ha participado en la reciente crisis 

internacional resultante de la difusión de Klebsiella pneumoniae y otras enterobacterias 

resistentes a carbapenémicos (12-18, 21, 25, 35-38), principalmente por la relación 
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epidemiológica con el subcontinente Hindú; asociado primordialmente a infecciones a 

nivel hospitalario o de la comunidad, turismo médico, aguas urbanas contaminadas, 

movilización dada por plásmidos conjugativos, uso indiscriminado de antibióticos, falta 

de políticas en cuanto al control de infecciones e inadecuados sistemas de vigilancia 

epidemiológica, entre otras (13, 24, 39, 40).  Lo anterior ha generado la necesidad de 

estudiar cómo ha sido la movilización y diseminación de esta determinante genética a 

nivel global, para contrarrestar el efecto de la emergencia de NDM en la problemática 

actual de resistencia antimicrobiana a nivel de salud pública. 

 

NDM ha logrado diseminarse de manera exitosa en diferentes especies y de manera 

variada, ya que se ha reportado en diferentes tipos ST en especies de E. coli (ej. ST 101, ST 

131, entre otros) y K. pneumoniae (ej. ST 11, ST 14, ST147, entre otros) (12-18, 21, 25, 37, 

38), mostrando su diversidad clonal en diferentes localidades geográficas, incidiendo en 

su rápida y fácil diseminación.  Lo anterior en gran medida por la movilización  facilitada 

por diferentes tipos de plásmidos (IncA/C, IncF, IncL/M), muchos de estos con amplio 

espectro de hospedero y fácilmente auto-transferibles por medio de conjugación entre 

diferentes especies de gram negativos (4-11, 14, 18) incluyendo enterobacterias, 

Aeromonas, Pseudomonas, Stenotrophomonas y V. cholerae.  A su vez co-transportan 

otros determinantes de resistencia (blaTEM-1, blaOXA-1, blaOXA-10 and blaCMY, qnrA, qnrB, 

armA, rmtA, rmtC, entre otros) haciendo aún más importante la respuesta inmediata a la 

emergencia de esta nueva determinante de resistencia tanto a niveles locales como 

internacionales (41) .   

 

Todo esto nos lleva a inferir que pese al conocimiento sustancial con respecto a la 

biología molecular y genética de esta enzima, no solamente es necesario conocer las 

características genéticas y moleculares en aislamientos resistentes a carbapenémicos en 

Colombia; sino que también, es necesario profundizar en la caracterización de las 

plataformas de movilización que les permitió emerger o diseminarse de manera eficiente 

en nuestro entorno.  De esta manera se logrará caracterizar mejor el fenómeno de 

diseminación de este mecanismo de resistencia, lo cual aportará información para el 

constante reto en el tratamiento de infecciones ocasionadas por este tipo de 

microorganismos, así como para lograr establecer mejores políticas de control de 

infecciones en los diferentes organismos de salud para hacer frente a esta suceso en 

salud pública. 
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Justificación 

Los actuales estudios y reportes epidemiológicos destacan la adquisición bacteriana del 

potente arsenal en resistencia como lo es la carbapenemasa NDM, el cual representa una 

amenaza global por su alta eficacia en la hidrólisis de todos los antibióticos β-lactámicos 

(excepto aztreonam), incluyendo los carbapenémicos, que son utilizados como la última 

herramienta terapéutica cuando los otros antibióticos han fracasado. Por otro lado, a 

diferencia de los otros mecanismos de resistencia a carbapenémicos, NDM tiene la 

capacidad de diseminarse rápidamente entre diferentes especies de enterobacterias y 

otras especies de gran importancia clínica como Acinetobacter y Pseudomonas, dado 

principalmente por la movilización entre diferentes plataformas genéticas y diferentes 

plásmidos conjugativos y de amplio hospedero, siendo un agravante más para la 

problemática de salud pública a nivel mundial.  No obstante, tenemos que estar alertas y 

aumentar las medidas estrictas para el control en el uso apropiado de antibióticos, así 

como establecer redes de vigilancia epidemiológica a nivel local e internacional, que 

permitan contener en gran medida la tan acelerada diseminación de genes de resistencia 

(3-20, 24-27,30-32). 

 

Cada vez son menos las opciones terapéuticas para el tratamiento de estos 

microorganismos altamente resistentes y cada vez más los reportes de microorganismos 

gram negativos que contienen genes de resistencia a carbapenémicos en diferentes sitios 

a nivel mundial,  lo cual implica un aumento en los costos para el tratamiento infecciones 

por bacterias multirresistentes, involucrando estancias hospitalarias más prolongadas e 

incremento en las tasas de morbi-mortalidad en pacientes hospitalizados (30-32).  Las 

bacterias gram negativas portadores de β-lactamasas son considerablemente prevalentes 

en Latino América, pero es limitado el conocimiento acerca de su prevalencia real en 

Colombia, lo cual sumado al incremento reciente de aislamientos resistentes a 

carbapenémicos y la incesante amenaza mundial por la rápida propagación de genes de 

resistencia a carbapenémicos genera la necesidad de determinar los principales 

mecanismos de diseminación y movilización en nuestro entorno, y así disponer de 
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información sólida para desarrollar de manera efectiva, estrictas políticas de seguridad y 

vigilancia epidemiológica para este tipo de microorganismos con tan relevante 

importancia en salud pública y clínica (2, 23). 

 

De igual manera, en Colombia es escasa la información acerca del papel que desempeñan 

las plataformas genéticas en la adquisición, emergencia o diseminación de los genes de 

resistencia. Este estudio plantea así contribuir al conocimiento, no solo del entorno 

genético del gen bla NDM, sino también a la determinación de los mecanismos 

moleculares que permitieron su emergencia o diseminación en nuestro entorno; lo 

anterior frente a lo previamente reportado en otras áreas geográficas, nos permitirá 

indagar más al respecto de la estrecha relación de las principales plataformas de 

movilización y su asociación con clones de determinadas especies de importancia clínica 

circulantes a nivel mundial o la adquisición de determinantes de resistencia en cepas 

autóctonas.  Este tipo de acercamiento nos permitirá tomar medidas de prevención y 

vigilancia epidemiológica a nivel local de la llegada de determinantes de resistencia de 

tan alto impacto epidemiológico, económico y clínico en nuestra actual problemática en 

salud pública. 
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Preguntas de investigación 

¿Cuáles son los diferentes mecanismos moleculares y genéticos involucrados en la 

emergencia o diseminación del gen bla NDM en aislamientos de Klebsiella pneumoniae 

en una unidad neonatal hospitalaria de Bogotá? 

 

¿Estos aislamientos y sus respectivas plataformas móviles están relacionadas o son 

similares a las reportadas previamente en otras áreas geográficas? 



11 

 

 

1. Objetivo general 

Determinar las características genéticas y moleculares de los aislamientos de Klebsiella 

pneumoniae portadores del gen bla-NDM causantes de infección en una unidad neonatal 

de un hospital de Bogotá, así como caracterizar las estructuras de movilización 

responsables de la emergencia y/o diseminación del gen bla NDM. 

 

1.1. Objetivos específicos 

 Establecer las características moleculares y la relación genética de los 

aislamientos de Klebsiella pneumoniae blaNDM  positivos causantes de infección 

 
 

 Determinar y caracterizar la localización del gen blaNDM en sus posibles 

plataformas de movilización en los aislamientos de Klebsiella pneumoniae 

analizados. 

 
 

 Establecer el entorno genético del gen blaNDM responsable de su diseminación y 

expresión en los aislamientos de Klebsiella pneumoniae estudiados. 
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2. Marco conceptual 

 

2.1. Antibióticos β-lactámicos 

Esta familia de antibióticos se caracteriza químicamente por la presencia de un anillo β-

lactámico, en los que su actividad antimicrobiana depende de la integridad de dicho 

anillo. Las  penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y monobactámicos pertenecen a 

este tipo de antibióticos. (Figura 1).  Se destaca dentro de este grupo de antibióticos las 

penicilinas. Ya que desde su descubrimiento en el siglo pasado, su amplio uso terapéutico 

y su producción a gran escala, hacen de éste uno de los eventos más significativos de la 

historia médica y de la industria farmacéutica (42, 43).  

 

                   

Figura 1.  Estructura química de antibióticos β-lactámicos según su clasificación ( Tomado de  Matagne, et al.  1998). 

Este grupo de antibióticos, contienen además del anillo β-lactámico, un anillo de 

tiazolidina, formando el ácido 6-aminopenicilánico, estructura que deriva de la 
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condensación de una molécula de valina y una de cisteína para dar lugar al doble anillo 

característico.  Además tienen una cadena lateral en la posición 6 del anillo β-lactámico 

que varía de unas penicilinas a otras y es la que define sus propiedades farmacológicas y 

farmacocinéticas (Figura 2) (43)  

 

 

Figura 2.  Cadenas laterales de las diferentes penicilinas.  (Tomado de Bodey, 1990) (44) 

 

Los antibióticos β-lactámicos actúan inhibiendo la síntesis de peptidoglicano, importante 

para la integridad estructural de la pared celular bacteriana.  Los β-lactámicos son 

análogos estructurales  de la D-alanil-D-alanina, aminoácidos del extremo terminal de las 

subunidades peptídicas precursoras del peptidoglicano.  Dicha similitud, facilita la unión 

irreversible del anillo β-lactámico al sitio activo de las  transpeptidasas conocidas como 

PBPs “penicillin binding proteins”, proteínas que permiten la unión entre las cadenas de 

peptidoglicanos paralelas. Su unión covalente con el antibiótico interrumpe así el proceso 

de síntesis de la pared celular, lo cual conlleva finalmente a la lisis celular (43) 

http://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglicano
http://es.wikipedia.org/wiki/Alanina
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Dentro de los β-lactámicos también se encuentra los carbapenémicos,  que debido a su 

estructura les confiere un amplio espectro de actividad bactericida y la propiedad de ser 

altamente resistentes a las β-lactamasas (45). Esta clase de antibióticos fueron 

originalmente desarrollados a partir de un derivado natural producto del microorganismo 

Streptomyces cattleya, la tienamicina, químicamente inestable, por lo cual se desarrolló 

un derivado estable que conservaba las buenas características antibacterianas, la N-

formimidoil tienamicina  y/o Imipenem, posteriormente fueron desarrollados 

Meropenem, Ertapenem, Doripenem.  Su mecanismo de acción radica en que inhiben la 

síntesis de la pared celular durante la transpeptidación, uniéndose a residuos de serina 

de peptidasas situadas en la cara externa de la membrana citoplasmática denominadas 

PBPs, debilitando la pared celular y desencadenando la lísis bacteriana (46). 

 

El anillo carbapenem es un azobiciclo formado por la condensación de un anillo β-

lactámico y otro pirrolidínico de 5 miembros e insaturado. Posee en posición 1 un átomo 

de carbono (carba) y un enlace no saturado entre 2 y 3 (-em). Todos tienen en posición 6 

un grupo hidroxietilo en configuración trans que protege al anillo β-lactámico de muchas 

serino-β-lactamasas y en posición 3 un radical carboxilo, importante para que el anillo 

pirrolidínico active al β-lactámico.  Los distintos carbapenems difieren por sustituciones 

en las posiciones 1 y 2 (46)(Figura 3)  

 

 

 Figura 3. Estructuras químicas de los principales carbapenems (Tomado de Martínez, et al., 2010) 

http://es.wikipedia.org/wiki/Betalactamasa
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 2.2. Mecanismos de resistencia a β-lactámicos 

La aparición de resistencia a antibióticos β-lactámicos comenzó incluso antes de que se 

desarrollara el primer β-lactámico, la penicilina. La primera β-lactamasa fue identificada 

en Escherichia coli, antes de la liberación de la penicilina para su utilización en la práctica 

médica (47).  Actualmente, la resistencia a los antibióticos β-lactámicos es uno de los 

principales problemas a nivel hospitalario en el mundo, demostrando el éxito y la rapidez 

de adaptación de las bacterias a su entorno, que a su vez, puede ser natural y/o 

intrínseca de la bacteria.  Esta se puede adquirir en las diferentes bacterias a través  de 

procesos evolutivos por la presión selectiva ejercida por el uso de antibióticos y/o por la 

adquisición de genes de resistencia movilizados por diferentes plataformas genéticas. (2) 

 

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para evadir del efecto deletéreo de 

este tipo de antibióticos, bien sea por alteración del sitio blanco, por reducción de la 

concentración intracelular del antibiótico ya sea por la disminución en la expresión de 

porinas o la sobre-expresión de bombas de eflujo,  y la más importante,  por la 

producción de β-lactamasas.  Dicha producción se  ha atribuido principalmente al amplio 

uso de β-lactámicos lo cual ha favorecido la selección, emergencia y distribución de 

bacterias resistentes. (8) 

 

2.2.1. β -lactamasas 

La biosíntesis de estas enzimas es uno de los mecanismos más eficientemente 

desarrollados por las bacterias en cuanto a resistencia antimicrobiana, ya que hidrolizan 

irreversiblemente el anillo β-lactámico, haciendo nula la actividad del antibiótico sobre la 

célula bacteriana. Estas enzimas se han encontrado en la mayoría de las especies 

bacterianas y a su vez, presentan  una gran diversidad entre sí (2) 

 

En la  clasificación establecida por Ambler,  las β-lactamasas se han agrupado en cuatro 

diferentes clases (A,B,C y D) con base a su secuencia de aminoácidos,  siendo las clases A 

y C las más prevalentes en las bacterias, y las menos abundantes las del grupo B, es decir 

las metalo β-lactamasas (11).  En 1995 Bush y colaboradores, proponen una clasificación 

funcional de acuerdo con los sustratos y/o antibióticos sobre los que actúan y 

considerando la susceptibilidad que presentan frente a  inhibidores (Tabla 1) (48)  
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Tabla 1.  Clasificación funcional de β-lactamasas (Bush, et al., 1995) 

 

 Grupo 1: Enzimas que no son eficientemente inhibidas por el ácido clavulánico 

 Grupo 2: Enzimas tipo penicilinasas, enzimas de espectro ampliado, Β-lactamasas de 

espectro extendido (BLEE) inhibidas por ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam. 

 Grupo 3: Enzimas de tipo metalo-β-lactamasas, débilmente inhibidas por los 

diferentes inhibidores de β-lactamasas e inhibidas por EDTA. 

 Grupo 4: Otras penicilinasas que no son inhibidas por ácido clavulánico. 

 

Las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE)  son importantes en la resistencia a 

antibióticos β-lactámicos, ya que son capaces de hidrolizar las oximino-cefalosporinas  y 

aztreonam, pero no hidrolizan las β-lactamasas-7-α sustituidas como el cefoxitín. Son 

inhibidas por ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam y los genes que las codifican se 

encuentran en plásmidos fácilmente transferibles entre la población bacteriana ((2)).   

GRUPO 
TIPO DE  

ENZIMA 
CLASE MOLECULAR (11) ENZIMA REPRESENTATIVA 

1 Cefalosporinasa C AmpC cromosomal 

2a Penicilinasa A LEN-1 

2b Amplio espectro A TEM-1, SHV-1 

2be Expectro extendido A CTX-M, PER 

2br Resistente a inhibidores A TEM-30  

2c Carbenicilinasa A PSE-1 

2d Cloxacilinasa D o A OXA-1 

2e Cefalosporinasa A Cefalosporinasas de P. vulgaris 

2f Carbapenemasa A Sme-1 

3 Metaloenzima B VIM 

4 Penicilinasa - LCR-1 
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En la actualidad, las BLEE conforman un grupo de enzimas muy diverso y  se encuentran 

más  frecuentemente en E. coli y K. pneumoniae, sin embargo, también se han 

encontrado en Proteus spp., Providencia spp., y otros géneros de Enterobacteriaceae.  

Dentro de estas enzimas, se destacan las clases TEM, SHV, CTX-M, OXA, PER,  entre otras. 

(2, 10) 

 

2.3. Carbapenemasas 

Representan la familia de enzimas más versátiles de las β-lactamasas, con un amplio 

espectro y sin precedente alguno por otro tipo de enzimas que hidrolicen los antibióticos 

β-lactámicos, muchas de estas enzimas reconocen casi todos los antibióticos β-lactámicos 

que se puedan hidrolizar, y la mayoría son resistentes contra la inhibición por los 

comerciales inhibidores de β-lactamasas (9)   

Las carbapenemasas pertenecen a 2 grandes familias moleculares, distinguidas por su 

mecanismo hidrolítico sobre el sitio activo,  las primeras carbapenemasas descritas 

fueron en bacilos gram positivos.  A diferencia de otras β-lactamasas conocidas en esa 

época, estas enzimas eran inhibidas por EDTA, por lo tanto se establecieron como 

metalo- β-lactamasas.  Posteriormente, se demostró que todas la metalo-

carbapenemasas contenían al menos un átomo de zinc en el sitio activo que sirve como 

facilitador de la hidrólisis del anillo bi-cíclico β-lactámico.  A mediados de la década de los 

80, otro grupo de carbapenemasas emergieron entre los Enterobacteriaceae, pero su 

actividad no se veía afectada por el EDTA.  Posterior a ello se demostró que estas enzimas 

utilizaban la serina en su sitio activo y eran inactivadas por inhibidores de β-lactamasas 

tales como Acido clavulánico y Tazobactam (49).   

 

Solo hasta la década del 90, todas las carbapenemasas fueron descritas como especie-

especificas, β-lactamasas codificadas cromosomalmente, con sus respectivas 

características bien definidas.  Sin embargo dado el hallazgo de enzimas carbapenemasas 

en plásmidos conjugativos en diferentes especies bacterianas gram negativas, cambió los 

modelos de diseminación de carbapenemasas hasta ese entonces conocidos, ya que lo 

que una vez fue considerado como problema de brotes clonales, ahora se ha convertido 

en un problema global de diseminación entre especies bacterianas (9) 
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La clasificación funcional de este tipo de enzimas obedece a principalmente en grupos 2f 

y 3, lo anterior asignado según diferenciación con respecto a la especificidad en los 

sustratos o por perfiles de inhibidores. Las clases moleculares A, C y D, incluyen β-

lactamasas con serina en sus sitios activos, donde la clase molecular B se encuentran las 

metalo- β-lactamasas con sitio activo por Zinc.  A continuación la clasificación de las 

diferentes clases moleculares de estas enzimas (9, 49): 

 Carbapenemasas clase A está dividida en 5 grupos filogenéticos: GES, KPC, SME, 

IMI y NMC-A, en donde el grupo que en los últimos años ha tomado relevancia 

clínica han sido los tipo KPC y tomando dominancia sobre el resto de enzimas de 

este grupo.  A la fecha, la movilización de este gen se hado básicamente por la 

combinación de la transferencia horizontal plasmídica con la presencia de Tn4401. 

 

 Carbapenemasas tipo OXA u oxacilinasas, también conocidas como clase D β-

lactamasas, frecuentemente encontradas en especies de Acinetobacter de 

manera clonal, aunque hay un incremento gradual en otras especies 

Enterobacteriaceae, particularmente en K. pneumoniae dada principalmente por 

la transferencia vertical vía plásmidos. 

 

 Metalo- β-lactamasas o de clase B, son las carbapenemasas con mayor diversidad 

molecular y mayor dificultad terapéutica.  El sitio activo contiene dos iones de zinc 

que de manera única le permite atacar e hidrolizar los antibióticos β-lactámicos, 

escapando de manera eficiente la acción de los inhibidores de  β-lactamasas.  En 

este grupo se destaca IMP, VIM, SPM y recientemente NDM. 

 

2.3.1. Metalo- β-lactamasas 

Esta clase de enzimas se caracteriza principalmente por la habilidosa capacidad de 

hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos (excepto Aztreonam), así como 

por su resistencia a inhibidores de β-lactamasas y susceptibilidad por iones metálicos 

quelantes (EDTA).   Estas enzimas al igual que todas las β-lactamasas, se pueden dividir en 

aquellas que normalmente son mediadas por el cromosoma y aquellas que son 

transferidas por plásmidos, sin embargo recientemente nuevos tipos transferibles de 

MBLs se han diseminado de manera rápida y eficiente entre especies de P. aeruginosa y 

Enterobacteriaceae, y un nuevo escenario clínico se ha establecido con la diseminación 
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global de β-lactamasas de espectro extendido (BLEES).  A nivel molecular, este grupo de 

enzimas han hecho casi que imposible su clasificación y estandarización de acuerdo a sus 

estructuras (32). 

Algunas bacterias, usualmente de ambientes naturales, poseen MBLs de manera 

intrínseca, probablemente porque estas bacterias estuvieron expuestas a componentes 

β-lactámicos, lo cual les permitió adquirir y mantener estos genes y sus productos.  Pese 

a ello, un gran número de estos genes tipo MBLs son inducibles, y en su mayoría estas 

bacterias pueden ser altamente resistente a β-lactámicos, afortunadamente estos 

microorganismos son considerados patógenos oportunistas, con la excepción de S. 

maltophilia y B. anthracis que puedan llegar a causar procesos infecciosos. Estos genes 

cromosomales tipo MBLs de especies particulares varían muy poco unos entre otros, y 

también están co-regulados por β-lactamasas tipo serina  Entre este tipo de enzimas se 

destacan: BCII, IND, TUS, CphA, L1a, entre otras. (32) 

La diseminación de genes MBLs está dada por el consumo desmesurado de 

cefalosporinas de amplio espectro y carbapenemasas.  La mayoría pero no todas, se 

encuentran asociados en cassettes de resistencia de Integrones clase 1 o 3 (VIM, IMP), 

otros se han asociado con islas de patogenicidad integrados en mega plásmidos,  caso de 

bla SPM-1 en Salmonella entérica serovar Typhimurium.  Particularmente VIM-2 se ha 

mostrado bastante dominante y ampliamente diseminada en  diferentes continentes por 

su asociación con Integrones de clase 1.  Caso contrario, clones de P. aeruginosa 

portadores de SPM-1 no forma parte de un integrón sino que está asociado con regiones 

comunes que contienen nuevos tipos de estructuras de transposición con potencial de 

recombinasa y secuencias promotoras (9, 32, 49) (Figura 4) 

 

 Figura 4.  Representación global de las enzimas tipo MBLs móviles. (Tomado de Walsh, et al., 2010) 
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2.3.2. Enzimas tipo NDM 

La enzima New Delhi Metalo β-lactamasa (12) es la más reciente β-lactamasa clase B 

descubierta desde 2008 y reportada a nivel mundial mayormente en bacterias aisladas de 

pacientes con estrecha relación epidemiológica con India y algunos países del medio 

oriente. Actualmente presenta uno de los más grandes retos para el personal médico, 

hospitalaria y de la comunidad, debido a su fenotipo de resistencia a casi todos los 

antibióticos β-lactámicos, excepto aztreonam.  Esta enzima se ha detectado en especies 

de la familia Enterobacteriaceae, así como en especies no fermentadoras y Vibrionaceae.  

Esta diseminación predominantemente involucra transferencia horizontal del gen bla NDM 

entre plásmidos de amplio rango de hospedero y/o por brotes clonales (41).  Así mismo la 

diseminación de este gen con otros genes de resistencia a diferentes grupos de 

antibióticos como macrolidos, aminoglicósidos, rifampicina, sulfamethoxazol y aztreonam 

se ha reportado, haciendo el panorama cada vez más alarmante .A diferencia de otras 

enzimas como KPC y OXA-48, aislamientos portadores del gen bla NDM presentan altas 

concentraciones mínimas inhibitorias a carbapenémicos (13, 15-18, 35, 37) 

Desde Agosto de 2010 se ha reportado bacterias con la enzima NDM a nivel mundial, y 

recientemente en un aislamiento de K. pneumoniae en Guatemala (38).  Recientes 

hallazgos sugieren que los países balcánicos y del medio oriente pueden estar actuando 

como segundos reservorios en el brote de NDM-1, que probablemente pudo adquirir 

dicho gen desde el país de la India. (41)(Figura 5) 

 

Figura 5.  Distribución mundial de NDM-1 en aislamientos de E. coli y K. pneumoniae. (Tomado de Poirel, 
et al., 2011) 
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Aislamientos clínicos de E. coli y K. pneumoniae con NDM-1 pertenecen a un gran número 

de tipos de secuencia (ST), aunque varios aislamientos de E. coli  ST101 han sido 

recuperados en el Reino Unido, Pakistán y Canadá, lo que indica la asociación  con el país 

de origen (India). La enzima NDM-1 también se ha reportado en aislamientos de E. coli 

ST131, lo anterior alarmante y bastante significativo debido a que este clon está 

estrechamente relacionado con la diseminación de CTX-M-15 a nivel mundial (50, 51) 

 

Así mismo este gen se ha descrito en diferentes tipos de plásmidos (IncA/C, IncF, Inc L/M) 

y aún más inusual integrado al cromosoma (5, 13, 21).  Muchos de estos plásmidos tienen 

la capacidad de ser auto-transferibles por medio de la conjugación bacteriana, así como 

un amplio rango de hospederos entre especies gram negativas incluyendo 

Enterobacteriaceae, Aeromonas, Pseudomonas, Stenotrophomonas y Vibrionaceae (13, 

14, 16-18, 37, 41).  La mayoría de los plásmidos portadores del gen bla NDM  transportan 

otros determinantes de resistencia, incluyendo  blaTEM-1, blaOXA-1, blaOXA-10 y blaCMY (que 

codifican para varias β-lactamasas); qnrA6 y qnrB1 (resistencia a quinolonas); armA, rmtA 

y rmtC (16S RNA methylasa: resistencia aminoglicósidos) (36); arr-2 (resistencia a 

rifampicina); sul-2 (resistencia a sulfonamidas); cmlA (resistencia a cloranfenicol); and 

ereC (resistencia a macrolidos).(41). 

 

En la figura 6 se muestra un esquema de los principales hallazgos genéticos en especies 

de Enterobacterias con la presencia este gen, lo cual se observa la estrecha asociación 

con la secuencia de inserción ISAba125, y como ésta puede estar total o parcialmente 

truncada por otros genes, de igual forma esta secuencia de inserción es frecuentemente 

detectada en especies de A. baumannii, asociada a la expresión de otros genes de 

resistencia en esta especie; de igual forma corriente abajo se detecta otro gen de 

resistencia a bleomicina (ble MBL), lo cual sugiere que ISAba125 haya empleado 

inicialmente un mecanismo de movilización  “en bloque” y por ende la hipótesis de que la 

secuencia de inserción ISAba125 pueda ser el origen de la diseminación entre plásmidos 

del grupo Enterobacteriaceae (26, 27).  La mayoria de genes transferibles de otras 

metalo-β-lactamasas (bla VIM- bla IMP) son localizados en genes en cassette insertados en 

integrones de clase 1, pero este no es el caso para bla NDM, sugiriendo que su origen 

difieren en gran medida de estas enzimas tipo VIM – IMP (32) 
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Figura 6.  Esquema de las estructuras que rodean el gen bla NDM en algunos aislamientos reportados de la familia 
Enterobacteriaceae  ( Tomado de Poirel, et al., 2011) 
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3. Materiales y métodos 

 

3.1. Diseño experimental 

 

OBTENCIÓN DE 
TRANSCONJUGANTES

LOCALIZACIÓN DEL 
GEN blaNDM EN  

PLASMIDOS

CARACTERIZACION 
MOLECULAR DE LOS 

AISLAMIENTOS 
HOSPITALARIOS

1. Perfil de susceptibilidad (MIC) y producción de carbapenemasas 
(HODGE)

2. Detección molecular genes de especie y genes de resistencia(PCR)

3. Evaluación  de la relación genética (PFGE) 

4. Secuenciotipo (MLST)

1. Extracción de ADN plasmídico por método de Takahashi-Nagano, 
resolucion por electroforésis en agarosa al  0.7% y posterior tinción con 

Bromuro de Etidio.

2. Detección molecular del gen blaNDM en extractos de DNA plasmídico

1. Confirmación por molecular de la especie

2. Evaluación de la transferencia del  gen blaNDM y otros genes de resistencia 
(PCR)

3. Evaluación fenotipica de la resistencia transferida (MIC)

EVALUACIÓN DEL 
ENTORNO GENÉTICO 

CARACTERIZACION DE 
PLASMIDOS

1. Determinación del número y tamaño mediante 
resolución electroforética en campo pulsado previa 

digestión con la nucleasa S1.

2. Determinacion del grupo de incompatibilidad (PCR)

Mapeo genético por PCR (Asociación del 
gen blaNDM con genes de movilización: IS, 

entre otros)
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3.2. Tipo de estudio 

Estudio descriptivo de tipo retrospectivo en donde se caracterizaron genética y 

molecularmente aislamientos de Klebsiella pneumoniae portadores del gen blaNDM 

causantes de infección en una unidad neonatal de un hospital de Bogotá correspondiente 

a un período entre agosto de 2011 a enero de 2012. 

 

3.3. Aislamientos bacterianos y cepas control 

En el estudio se emplearon como material biológico 6 aislamientos de Klebsiella 

pneumoniae multirresistentes que fueron aislados de muestras de pacientes con 

infección hospitalaria y correspondientes a un brote en una unidad neonatal, que fueron 

seleccionados por su perfil de resistencia antimicrobiana a carbapenémicos (y otros 

antibióticos beta-lactámicos) y susceptibilidad a monobactámicos (aztreonam) 

empleando el sistema automatizado MicroScan WalkAway® plus system (Dade Behring, 

California). Actualmente se encuentran criopreservados y haciendo parte del cepario del 

Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la Universidad el Bosque.   

 

En los ensayos de susceptibilidad a antibióticos y caracterización molecular de la 

resistencia, se utilizaron como controles las cepas E. coli ATCC 25922 (Cepa sensible a 

beta-lactámicos), Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (Productora de beta-lactamasa 

tipo SHV-18), Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2146 (productora de carbapenemasa tipo 

NDM-1) y aislamientos de diferentes especies Enterobacteriaceae de referencia del 

Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana y de uso rutinario para la determinación 

de cada uno de los genes de resistencia evaluados.   

 

Para los ensayos de conjugación se evaluaron las cepas receptoras Escherichia coli J53-2 

(Rifr), Escherichia coli J53-2AZ (Azr), Escherichia coli CAG 12177 (Nalr/ Ter). 

 

Para la caracterización de los perfiles plasmídicos se emplearon las cepas Klebsiella 

pneumoniae ATCC 700603, portadora de 2 plásmidos de tamaño 80 y 160 Kb, 

respectivamente (52);  Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-2146, portadora de 4 plásmidos 

de 2, 85, 117 y 140 Kb (53).; así como, Staphylococcus aureus NCTC 8325, empleado para 

la normalización de la PFGE. 
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3.4. Caracterización molecular y genética de los aislamientos 
hospitalarios 

3.4.1. Susceptibilidad a antibióticos 

La susceptibilidad en los aislamientos hospitalarios se confirmó mediante la 

determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CIM) por medio de dilución en 

agar a meropenem, cefotaxima, ceftazidima, piperacilina/tazobactam, amikacina, 

gentamicina, ciprofloxacina, tigeciclina y colistina; por el método de E-test se confirmó la 

susceptibilidad a imipenem, ertapenem y aztreonam. La producción de carbapenemasas 

se determinó mediante el test de Hodge modificado y los resultados de susceptibilidad se 

interpretaron de acuerdo a los parámetros establecidos por el Instituto de Estándares 

Clínicos y de Laboratorio, CLSI 2013 (Clinical and Laboratory Standards Institute) (54). Los 

resultados de susceptibilidad a tigeciclina y colistina fueron interpretados de acuerdo a 

los puntos de corte del Comité Europeo en Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana, 

EUCAST 2013 (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) puntos de 

corte disponible en http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/. 

 

3.4.2. Detección molecular de genes de resistencia a antibióticos 

La determinación molecular en los aislamientos hospitalarios incluyó la detección por 

medio de la técnica de Reacción en Cadena a la Polimerasa (PCR) del gen Khe para la 

confirmación de especie (55),  así como la detección de los siguientes genes que codifican 

la resistencia a antibióticos β- lactámicos: blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaOXA-48, blaGES, blaVIM, 

blaKPC, blaNDM, blaIMP  (56, 57).  También se detectaron los genes relacionados a resistencia 

a fluoroquinolonas tales como: qnrA, qnrB, qnrS, y a aminoglicósidos: aac (6’)-Ib-cr, así 

como los genes que codifican para Cefalosporinasas de tipo plasmídico tales como: ACC, 

FOX, MOX, EBC, DHA y CIT.  Por otra parte, debido al papel fundamental que tienen los 

Integrones como plataformas de movilización de genes de resistencia, se evaluó la 

presencia de los genes intI e intl2 como marcadores moleculares de los integrones clase 1 

y clase 2, respectivamente. Adicionalmente, se evaluó la presencia del gen sul1, como 

marcador de la región 3’ conservada de los integrones clase 1 con estructura clásica.  Asi 

mismo, se amplificó y secuenció la región variable de estos integrones, con el fin de 

identificar los genes en casete transportados de acuerdo a las condiciones previamente 

reportadas  (58, 59). 

 

http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/
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El ADN molde se obtuvo a partir de extracción por el método de fenol/cloroformo y 

posterior precipitación en etanol absoluto, lo anterior de acuerdo a las condiciones ya 

estandarizadas en el Lab. de Genética Molecular Bacteriana de la Univ. El Bosque.  Los 

iniciadores utilizados para la detección de genes de resistencia a antibióticos se 

encuentran descritos en la tabla 2, y se amplificaron de acuerdo a las condiciones 

reportadas para cada uno de los genes evaluados.  De igual manera, los productos de 

amplificación obtenidos se observaron y analizaron en geles de agarosa del 1% en buffer 

TBE 0.5X a 8 V/cm, teñidos con bromuro de etidio (0.5 µg/mL); se utilizó como referencia 

de tamaños, el marcador de peso molecular  DNA de 50 y 100pb ladder de Fermentas®. 

 

PRIMER SECUENCIA 5´- 3´ GEN REFERENCIA 

GN230 AACATGGGGTATCAGGGAGATG 
ampC- FOX Pérez, et al., 2012 

GN231 CAAAGCGCGTAACCGGATTGG 

GN232 TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG 
ampC- EBC Pérez, et al., 2012 

GN233 CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT 

GN234 AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA 
ampC- ACC Pérez, et al., 2012 

GN235 TTCGCCGCAATCATCCCTAGC 

GN236 AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 
ampC- DHA Pérez, et al., 2012 

GN237 CCGTACGCATACTGGCTTTGC 

GN238 TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 
ampC- CIT Pérez, et al., 2012 

GN239 TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 

GN240 GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT 
ampC- MOX Pérez, et al., 2012 

GN241 CACATTGACATAGGTGTGGTGC 

GN260 CGTGCCGTGATCGAAATCCAG 
intI1 Márquez, et al., 2008 

GN261 TTCGTGCCTTCATCCGTTTCC 

GN262 CACGGATATGCGACAAAAAGGT 
intI2 Márquez, et al., 2008 

GN263 GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 

GN288 ACTAAGCTTGCCCCTTCCGC 
sul1 Márquez, et al., 2008 

GN289 CTAGGCATGATCTAACCCTCG 

GN306 GTTTGATGTTATGGAGCAGCAACG 5´-CS 
Márquez, et al., 2008 

GN321 GCAAAAAGGCAGCAATTATGAGCC 3´-CS 

GN300 ATTTCTCACGCCAGGATTTG 
qnrA Robicsek, et al., 2006 

GN301 GATCGGCAAAGGTTAGGTCA 

GN302 GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 
qnrB Robicsek, et al., 2006 

GN303 ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

GN304 ACGACATTCGTCAACTGCAA 
qnrS Robicsek, et al., 2006 

GN305 TAAATTGGCACCCTGTAGGC 

GN307 ATGCGTTATATTCGCCTGTG 
blaSHV Monstein, et al., 2007 

GN308 TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 

GN309 TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA 
blaTEM Monstein, et al., 2007 

GN310 ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 

GN311 ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 
blaCTX-M Monstein, et al., 2007 

GN312 TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 
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PRIMER SECUENCIA 5´- 3´ GEN REFERENCIA 

GN331 TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 
aac(6’)-Ib-cr Chi, et al., 2006 

GN332 CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 

GN436 TCGCTAAACTCGAACAGG 
blaKPC Monteiro, et al., 2012 

GN437 TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC 

GN438 TTGGCCTTGCTGTCCTTG 
blaNDM Monteiro, et al., 2012 

GN439 ACACCAGTGACAATATCACCG 

GN440 CTATTACTGGCAGGGATCG 
blaGES Monteiro, et al., 2012 

GN441 CCTCTCAATGGTGTGGGT 

GN442 TGTTTTTGGTGGCATCGAT 
blaOXA-48 Monteiro, et al., 2012 

GN443 GTAAMRATGCTTGGTTCGC 

GN444 GAGTGGCTTAATTCTCRATC 
blaIMP Monteiro, et al., 2012 

GN445 AACTAYCCAATAYRTAAC 

GN446 GTTTGGTCGCATATCGCAAC 
blaVIM Monteiro, et al., 2012 

GN447 AATGCGCAGCACCAGGATAG 

Tabla 2.  Iniciadores empleados para la detección de genes de resistencia a diferentes antibióticos 

 

3.4.3. Evaluación de la relación genética entre los aislamientos de  

Klebsiella pneumoniae portadores del gen blaNDM 

La relación genética de los 6 aislamientos hospitalarios se determinó mediante restricción 

del DNA genómico total con la enzima Xbal y su posterior separación por medio de 

Electroforesis en Campo Pulsado (CHEF-DR®III-BioRad Laboratories), de acuerdo a las 

condiciones descritas para Klebsiella pneumoniae (60)  

A su vez se empleó la tipificación de secuencias de múltiples locus (Multilocus Sequence 

Typing- MLST) mediante la detección por PCR de los genes rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, 

infB y tonB, de acuerdo a los parámetros descritos por Diancourt y colaboradores (61). 

Los productos obtenidos fueron evaluados por electroforesis y posteriormente 

secuenciados (ambas cadenas) por el Servicio de Secuenciación y Análisis Molecular – 

SSiGMol, de la Universidad Nacional de Colombia (Analizador Genético ABI3500). A las 

secuencias obtenidas de cada uno de los 7 genes evaluados se les determinó el alelo y 

por consiguiente, el tipo de secuencia (ST) mediante la combinación alélica en la página 

web (http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html). 

 

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html
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  3.5. Detección y caracterización de las posibles plataformas 
de movilización del gen blaNDM  

Para lograr evidenciar la posible movilización del gen bla NDM en plásmidos de tipo 

conjugativos, se procedió a realizar la evaluación de la susceptibilidad a ácido nalidíxico 

(32 µg/mL), rifampicina (100 µg/mL), tetraciclina (50 µg/mL) y azida de sodio (100 µg/mL) 

en los aislamientos hospitalarios y de esta forma determinar la cepa receptora apropiada 

para el ensayo de conjugación de plásmidos. 

 

Para la obtención de transconjugantes se utilizó el procedimiento descrito por 

Schelesinger (62).  Partiendo de cultivos axénicos no superiores a 24h de crecimiento en 

agar LB de cada uno de los aislamientos hospitalarios y de la cepa receptora seleccionada, 

se tomó 1 colonia de cada uno de los aislamientos, se mezclaron y dispersaron con la 

ayuda de un asa en una área de 4 cm2 en agar BHI e incubadas a 37°C por 24 horas.  La 

selección se realizó por medio de repique en agotamiento del crecimiento en “césped 

obtenido” en placas de agar Mac Conkey suplementado con ceftazidima 5 µg/mL - Azida 

de Sodio (100 µg/mL) o tetraciclina (50 µg/mL)  e incubadas a 37°C por 24 horas.  Las 

colonias transconjugantes con crecimiento y morfología de E. coli fueron nuevamente 

repicadas en agar Mac Conkey suplementado con ceftazidima 10 µg/mL - Azida de Sodio 

100 µg/mL o tetraciclina (50 µg/mL). 

Así mismo, se realizó tanto la confirmación a nivel molecular de la especie en las 

transconjugantes obtenidas mediante la detección del gen uidA gen específico para E. 

coli, así como, la evaluación de la resistencia transferida de manera fenotípica y 

genotípica de acuerdo a lo previamente descrito.  

 

De igual manera, la determinación de la localización del gen blaNDM en las posibles 

plataformas de movilización, fue extraído el ADN plasmídico mediante el procedimiento 

descrito por Takahashi y Nagano (63), en el cual se parte de crecimiento bacteriano en 

caldo LB suplementado con ceftazidima (30 µg/mL), en donde las células fueron lisadas 

en solución detergente alcalina (SDS- NaOH), seguido de una neutralización con una 

solución de acetato de sodio 3M (pH 5.5), luego extracción con 1 volumen de Fenol: 

Cloroformo y posterior precipitación y purificación del DNA plasmídico con acetato de 

sodio 1M y etanol absoluto, respectivamente.  Los plásmidos obtenidos se resolvieron 

mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0.7 % a 5 V/cm y se observaron 

tras su tinción con bromuro de Etidio 0.5 μg/mL por 30 minutos.  También, se hizo la 
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detección molecular del gen blaNDM en los extractos obtenidos empleando los primers 

específicos, previamente mencionados; así como,  la detección del grupo de 

incompatibilidad tanto en los aislamientos hospitalarios como de las respectivas 

transconjugantes, mediante la técnica de tipificación por PCR descrita por Carattoli y 

colaboradores (64). 

 

Posteriormente, se estableció el número y tamaño de los plásmidos mediante la técnica 

descrita por Barton y colaboradores,  a partir de digestión de DNA genómico en geles de 

agarosa con 1 unidad de nucleasa S1 (Invitrogen) a 37 ºC durante 1 hora (65) .  Los 

plásmidos en forma lineal se separaron mediante electroforesis en campo pulsado 

(PFGE), y la estimación de sus pesos moleculares se realizó utilizando como marcador de 

peso molecular los plásmidos de las cepas de referencia (ATCC BAA 2146 Y ATCC 700603), 

así como se utilizó la cepa de Staphylococcus aureus NCTC 8325 digerida con SmaI a 

temperatura ambiente, lo anterior con el fin de normalizar la PFGE. Las condiciones de 

corrido fueron las siguientes: 6 V/cm- 120°- 14°C, pulsos de  2.2 y 54.2 segundos por 19 

horas. 

  3.6. Evaluación del entorno genético del gen bla NDM   

La asociación de los elementos genéticos y su posición con respecto al gen bla NDM, se 

determinó mediante la estrategia de “mapeo por PCR” y representada en la figura 7  

 

Figura 7.  Esquema del análisis del entorno genético del gen bla NDM por medio de mapeo por PCR, en el 
cual para la asociación corriente arriba del gen, se emplean iniciadores directos para la ISAba125 e 
iniciador reverso para NDM.  Para la evaluación corriente abajo de éste gen, se empleó el primer directo 
de NDM y reverso para MBL, y así sucesivamente.   

Se emplearon algunos iniciadores reportados previamente para la secuencia de inserción 

ISAba125 (25), así como, se diseñó un juego de primers para determinar esta misma 

secuencia de inserción en caso tal de que no se encontrase truncada. De igual manera, se 
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diseñaron oligonucleótidos específicos de los determinantes genéticos corriente abajo 

del gen blaNDM.  Este diseño de primers se realizó a partir de un análisis bioinformático de 

los entornos genéticos reportados previamente, empleando el programa Primer3 

(Whitehead Institute for Biomedical Research) para el diseño de oligonucleótidos 

específicos para los genes descritos en la tabla 3  

 

Todos los productos de amplificación fueron evaluados por electroforesis en geles de 

agarosa al 1% en TBE y teñidos con bromuro de etidio 0.5 μg/mL por 15 minutos.  Los 

productos de amplificación fueron purificados y secuenciados (ambas cadenas) por el 

Servicio de Secuenciación y Análisis Molecular – SSiGMol, de la Universidad Nacional de 

Colombia. Las secuencias obtenidas fueron analizadas por medio de herramientas 

bioinformáticas, tales como Multalin y Blastn, lo anterior con el fin de determinar tanto la 

variante del gen blaNDM, así como, el entorno genético de este mismo. 

 

PRIMER SECUENCIA 5´- 3´ NOMBRE REFERENCIA 

GN 482 TCGCTAGACGTAGACGTGGT ISAba125 Diseñado en este estudio 

GN 483 TAATGCGGTGCTCAGCTTCG NDM-AS Diseñado en este estudio 

GN 484 TGTATATTTCTGTGACCCAC ISAba125A-S Poirel, et al., 2011 

GN 485 ACACCATTAGAGAAATTTGC ISAba125ext-S Poirel, et al., 2011 

GN 486 TTTGACATCGCGCGCAGC 
bleMBL 

Diseñado en este estudio 

GN 487 GGCGATGACAGCATCATCCG Poirel, et al., 2011 

GN 488 CGTGGCACAGCATGATCG 
tat Diseñados en este estudio 

GN 489 AACACCATGATCGGCTGCAC 

GN 490 ATCTTGGAGCGCGCGTCTT GroEL- AS Diseñados en este estudio 
Tabla 3.  Iniciadores empleados para el análisis del entorno genómico de bla NDM 
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4. Resultados 

4.1. Origen de los aislamientos 

Los aislamientos de Klebsiella pneumoniae fueron recuperados de 6 pacientes que 

estuvieron internados en una unidad neonatal de un hospital de Bogotá.  El primer 

aislamiento de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos fué aislado en agosto de 

2011, a partir de un hemocultivo de un neonato pretermino de 3 semanas de nacido, con 

desarrollo de una sepsis neonatal tardía, el paciente tenía como antecedente una 

enterocolitis necrotizante IIB, que requirió una colectomía e ileostomía total, el paciente 

fue tratado con meropenem y rifampicina, con respuesta favorable al tratamiento y 

hemocultivo negativo en el cuarto día de tratamiento (caso N°1-16KP10)  

 

En diciembre de 2011 se identificaron 3 nuevos aislamientos, en el cual uno de ellos fue 

obtenido de un hemocultivo de un neonato pretermino con cuadro de enterocolitis IIB, 

que fue tratado inicialmente con piperacilina/tazobactam pero luego del reporte de dicho 

aislamiento obtenido, fue tratado con imipenem y ciprofloxacino, dado a que el paciente 

tenía un resultado previo de depuración de creatinina ≤25 mg/dL; este paciente 

respondió de manera adecuada al tratamiento y fue dado de alto al término de éste (caso 

N°2- 16KP1).   

 

El siguiente caso fue en un paciente con secuela de una encefalopatía hipóxica-

isquémica, en donde fue aislado de un hemocultivo una K. pneumoniae. El paciente fue 

tratado con imipenem y ciprofloxacino, con respuesta favorable a la terapia 

antibacteriana. Cabe mencionar que este paciente estuvo en la unidad neonatal al mismo 

tiempo que el primer caso, y tuvo tratamientos previos con piperacilina/tazobactam y 

gentamicina en dos ocasiones, como tratamiento de una neumonía por aspiración. (Caso 

N° 03- 16KP7).  Posteriormente, en un neonato extremadamente prematuro con asfixia 

severa neonatal, con compromiso renal y de miocardio; al décimo día de hospitalización 

desarrolló un cuadro séptico con reporte de crecimiento de K. pneumoniae en 
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hemocultivo, coprocultivo y cultivo de punta de catéter; éste paciente fue tratado con 

terapia combinada de imipenem y ciprofloxacino y mostró signos de mejoramiento 

después del tercer día de tratamiento;  sin embargo, posteriormente desarrolló una 

trombosis de vena cava superior y falleció (caso N°04- 16KP2) 

 

En enero de 2012 se presentaron dos nuevos casos de infecciones por K. pneumoniae.  El 

primero de ellos, se presentó en un neonato a término con síndrome de dificultad 

respiratoria por neumonía in utero, éste paciente tuvo un deterioro a las 36 horas de vida 

con una mayor dificultad respiratoria, opacidad apical derecha, neumotórax espontáneo, 

leucopenia y trombocitopenia. Se reportó crecimiento en hemocultivo de K. pneumoniae, 

el paciente fue tratado con imipenem (dosis de 25 mg/Kg) y ciprofloxacino (15 mg/Kg); al 

tercer día de tratamiento, los hemocultivos fueron negativos y el paciente tuvo una 

evolución clínica favorable (caso N°5- 16KP3). 

 

El último caso fue el de un bebé que nació de manera prematura a causa de una 

corioamnionitis materna. Al decimotercer día de hospitalización, el paciente presentó 

una grave enterocolitis aguda que evolucionó rápidamente con fallecimiento del 

paciente.  Tanto de la sangre del paciente, como del líquido peritoneal se aisló una K. 

pneumoniae (caso 6- 16KP5). Información clínica adicional se puede detallar en la tabla 4. 

 

4.2. Caracterización molecular y genética de los aislamientos 
hospitalarios de Klebsiella pneumoniae portadores del gen 
blaNDM 

4.2.1. Susceptibilidad a antibióticos 

Los seis aislamientos de Klebsiella pneumoniae presentaron resistencia a todos los 

antibióticos β-lactámicos evaluados, excepto aztreonam; así como resistencia a 

trimetoprim/sulfametoxazol, gentamicina y amikacina.  No obstante, presentaron 

susceptibilidad a ciprofloxacina, tigeciclina y colistina (tabla 4).  Adicionalmente, el test de 

Hodge modificado mostró que los 6 aislamientos producían algún tipo de 

carbapenemasa. 
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Caso/ 
código 

Tiempo  
gestación 
(semanas) 

Peso 
al nacer 
(gramos) 

 Fenotipo de Resistencia a principales antibióticos 

IPM MEM ETP AZT CTX CAZ TZP GM AK CIP TGC CS 
TEST 

HODGE 

1 
16KP10 

32 
 

1.600 
8 ≥8 ≥4 0.32 64 >64 128 16 32 ≤1 0.25 

 
0.25 

Pos 

2 
16KP1 

32 
 

1.660 
8 ≥8 4 0.32 64 >64 128 16 32 ≤1 0.25 

 
0.25 

Pos 

3 
16KP7 

42 
 

3.000 
4 ≥8 ≥4 0.32 64 >64 128 16 32 ≤1 0.25 

 
0.25 

Pos 

4 
16KP2 

29 
 

1.000 
≥8 ≥8 ≥4 0.32 ≥64 >64 128 16 32 ≤1 0.25 

 
0.25 

Pos 

5 
16KP3 

38 
 

2.760 
4 8 4 0.32 ≥64 >64 128 16 32 ≤1 0.25 

 
0.25 

Pos 

6 
16KP5 

30 
 

1.150 
8 ≥8 4 0.32 64 >64 128 16 32 ≤1 0.25 

 
0.25 

Pos 

Tabla 4.  Características clínicas y microbiológicas de los aislamientos blaNDM.  En negrilla se destacan los 
valores asociados a resistencia de acuerdo a  los criterios establecidos por el CLSI, 2013. 

 

4.2.2. Detección molecular de genes de resistencia a antibióticos 

Todos los aislamientos fueron confirmados como Klebsiella pneumoniae por medio de la 

amplificación del gen khe.   

En cuanto a la determinación molecular de la resistencia a diferentes antibióticos,  en los 

aislamientos se detectaron los genes codificantes para las beta-lactamasas de tipo SHV 

(constitutiva de K. pneumoniae) y NDM. La secuenciación completa del gen blaNDM 

mostró que este pertenecía a la variante 1 (anexo A).  Adicionalmente, los 6 aislamientos 

poseían integrones clase 1,    los cuales transportaban los genes casete aadB y cat3, que 

confieren resistencia a aminoglicósidos tales como gentamicina, tobramicina y 

kanamicina;  y cloranfenicol, respectivamente (66, 67).  

 Los genes de resistencia restantes que fueron evaluados no fueron detectados en los 

aislamientos analizados. (Tabla N° 5). 
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Aislamiento 

 Detección molecular de genes bla    

TEM SHV CTX-M KPC NDM GES OXA-48 IMP VIM qnrA qnrB qnrS 
aac(6´)
-lb-cr 

 
AmpC* 

intI1 sul1 
Región 

Variable 

16KP10 Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
 

Neg Neg Neg Pos Pos 
 

aadB- 
catB3 

16KP1 Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
 

Neg Neg Neg Pos 
 

Pos 
 

aadB- 
catB3 

16KP7 Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
 

Neg Neg Neg Pos 
 

Pos 
 

aadB- 
catB3 

16KP2 Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
 

Neg Neg Neg Pos 
 

Pos 
 

aadB- 
catB3 

16KP3 Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
 

Neg Neg Neg Pos 
 

Pos 
 

aadB- 
catB3 

16KP5 Neg Pos Neg Neg Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg 
 

Neg Neg Neg Pos 
 

Pos 
 

aadB- 
catB3 

Tabla 5.  Caracterización molecular de la resistencia a antibióticos en los aislamientos hospitalarios.  En 

negrilla se destacan los resultados asociados a resistencia.  *ACC- FOX- MOX- EBC- DHA- CIT 

 

4.2.3. Evaluación de la relación genética entre  los aislamientos de 
Klebsiella pneumoniae portadores del gen blaNDM 

Se determinó un único pulsotipo mediante el análisis realizado por PFGE, lo cual sugiere 

que todos los aislamientos están relacionados clonalmente y probablemente esta 

transmisión fue dada al compartir la misma área de hospitalización entre los pacientes 

infectados. (Figura 8-A). 

 

De igual manera, los alelos encontrados para los genes gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB y 

tonB fueron 2, 38, 2, 20, 7, 4 y 89, respectivamente.  Esta combinación de alelos a la 

fecha no había sido reportada, razón por la cual el Instituto Pasteur asignó como un 

nuevo ST 1043.  Sin embargo, al consultar la base de datos de los diferentes perfiles 

alélicos en K. pneumoniae del Instituto Pasteur, se determinó que este nuevo ST es una 

variante de doble loci del ST416 (o DLV- Double Loci Variant), previamente reportado en 

España (68).  Dicha variación específicamente en los alelos mdh y pgi; siendo para el ST 

416 1 y 1, respectivamente (Figura 8-B)  

 

A su vez, al hacer un análisis en la similitud de las secuencias de los alelos de este nuevo 

ST con los previamente reportados en esta especie y asociados a NDM, mediante la 

herramienta START2 (Sequence Type Analysis and Recombinational Tests); se observó una 
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marcada distancia entre estos ST previamente reportados con respecto al ST 1043,  e 

inclusive con el ST 416 (Figura 8-C).  Lo anterior sugiere la adquisición de ésta nueva 

determinante de resistencia en cepas nativas o autóctonas a nivel local, y no 

precisamente por la diseminación de un clon previamente reportado. 

 

 

             

Figura 8.  (A). PFGE de los aislamientos hospitalarios de K. pneumoniae bla NDM-1. 16KP1 (línea 1), 16KP2 
(línea 2), 16KP3 (línea 3), 16KP5 (línea 4), 16KP7 (línea 5), 16KP10 (línea 6), K. pneumoniae ATCC 700603. 
(B). Consulta del perfil alélico en la base de datos MLST de Klebsiella pneumoniae. En donde el ST1043 es 
una variación de doble loci (Double Loci Variant-DLV) del ST416. (C). Cladograma entre los diferentes 
secuencias de alelos de los principales ST reportados en K. pneumoniae-NDM positivas a nivel mundial, así 
como del ST416 (DLV). 

 

4.3. Detección y caracterización de las posibles plataformas de 
movilización del gen blaNDM 

En los aislamientos hospitalarios de K. pneumoniae portadores del gen blaNDM, se 
realizaron pruebas de susceptibilidad a tetraciclina (50 µg/mL), ácido nalidíxico (32 
µg/mL), rifampicina (100 µg/mL) y azida de sodio (100 µg/mL).  Todos los aislamientos 
hospitalarios presentaron resistencia a ácido nalidíxico y rifampicina, mientras que fueron 
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susceptibles a azida de sodio y tetraciclina.  De acuerdo a lo anterior, se procedió a hacer 
ensayos de conjugación con las cepas E. coli J53-2 Azr y E. coli CAG12177 Ter.  De tal 
manera, se lograron obtener transconjugantes en 2 de los 6 aislamientos hospitalarios, 
específicamente de los aislamientos 16KP1 y 16KP3.  Estas transconjugantes fueron 
denominadas C16KP1 (Cazr/Ter) y C16KP3 (Cazr/ Azr), respectivamente.  

 

En dichos aislamientos transconjugantes, fueron confirmados por molecular tanto la 
especie mediante la amplificación del gen uidA y khe por PCR multiplex (genes específicos 
para E. coli y K. pneumoniae, respectivamente); así como, la transferencia del gen blaNDM 
en los extractos de ADN plasmídico obtenidos, lo cual sugiere la localización de éste gen 
de resistencia en un plásmido conjugativo de tipo A/C. (Figura 9). 

 

Así mismo, mediante la evaluación de la resistencia a antibióticos se evidenció 
fenotípicamente la resistencia adquirida a antibióticos β-lactámicos tales como 
ceftazidima, cefotaxima y piperacilina/tazobactam; así como a inhibidores de la vía de 
folatos, como trimetoprim.  Sin embargo, dichos aislamientos presentaron susceptibilidad 
a amikacina, ciprofloxacina y especialmente, a los antibióticos meropenem y ertapenem;  
a su vez,  la producción de carbapenemasas no se logró determinar mediante el test de 
Hodge modificado.   Igual que en los respectivos aislamientos hospitalarios, fueron 
detectados por molecular el gen IntI1; así como la amplificación de la misma región 
variable, lo cual sugiere la probable movilización de estos genes de resistencia por la 
misma plataforma de movilización que el gen blaNDM. No se detectó el gen blaSHV en las 
cepas transconjugantes obtenidas, que previamente fuese detectado en los aislamientos 
hospitalarios. (Tabla N° 6). 

 

CEPA 
 
PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD A DIFERENTES ANTIBIÓTICOS 

 
DETECCIÓN DE GENES DE RESISTENCIA 

 
MEM ETP AZT CAZ CTX TMP TZP GM AK CIP 

TEST 
HODGE  

blaNDM blaSHV IntI1 Región  
Variable 

C16KP1 0.5 0.5 0.64 >64 64 >16 128 16 16 0.25 IND 
 
POS 

 
NEG 

 
POS 

 
 aadB- catB3 

C16KP3 1 1 0.125 64 64 >16 128 16 8 0.25 IND 
 
POS 

 
NEG 

 
POS 

 
aadB- catB3 

Tabla 6.   Evaluación microbiológica y molecular de la resistencia a antibióticos en las transconjugantes 
obtenidas.  En negrilla se destacan los valores asociados a resistencia de acuerdo a  los criterios 
establecidos por el CLSI, 2013.   IND.: Indeterminado 
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Figura 9.   A. Confirmación molecular por medio de la amplificación de genes específicos para E. coli y K. pneumoniae, 
con amplímeros de 388 y 243 pb, respectivamente.  Control de reactivos (CR), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853(-), 
K. pneumoniae BAA 2146 (línea 1), E. coli CAG12177 Ter (línea 2), E. coli J53-2 AZr (línea 3), C16KP1 (línea 4), C16KP3 
(línea 5), Marcador de peso molecular de 50 pb. (M).  B. Confirmación por PCR de la transferencia del gen bla NDM en 
transconjugantes con un producto de amplificación de 819 pb. Control de reactivos (CR),  E. coli ATCC 25922(-), K. 
pneumoniae BAA 2146 (+), 16KP1 (línea 1), 16KP3 (línea 2), C16KP1 (línea 3), C16KP3 (línea 4), Marcador de peso 
molecular de 100 pb. (M). C.  Electroforesis de ADN plasmídico del aislamiento 16KP3 y su respectiva transconjugante 
mediante el procedimiento descrito por Takahashi y Nagano.  E. coli J53-2 AZr (línea 1), 16KP3 (línea 2), C16KP3 (línea 
3),  Lambda DNA/ EcoRI+HindIII marker (M1),  λ DNA-Mono Cut Mix (M2), CR (cromosomal). D. Clasificación del grupo 
de incompatibilidad A/C mediante PCR con producto de 465 pb en DNA plasmídico.  Control de reactivos (CR), E. coli 
CAG12177 Ter (línea 1), K. pneumoniae BAA 2146 (+), E. coli J53-2 AZr (línea 2), 16KP1 (línea 3), 16KP2 (línea 4), 16KP3 

(línea 5), 16KP5 (línea 6), 16KP7 (línea 7), 16KP10 (línea 8), C16KP1 (línea 9), C16KP3 (línea 10), Marcador de peso 
molecular de 50 pb. (M). 
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Adicionalmente, fueron detectados en las donantes tres plásmidos de ≥ 2.0, 85 y 170 Kb, 

respectivamente.  De igual manera, se evidenció molecularmente la transferencia de un plásmido 

≥170 Kb desde los aislamientos donantes a las células de E. coli recipientes (señalados con la 

flecha roja en la figura N° 9-C y 10.  Estos resultados son congruentes con resultados obtenidos 

posteriormente mediante secuenciación del genoma de uno de estos aislamientos hospitalarios 

(resultados en proceso de publicación), ver anexo B 
 

 

Figura 10.  Perfil de restricción plasmídico con y sin S1,  resueltos mediante PFGE en diferentes aislamientos.  E. coli 
V517 (plásmidos de 56.4 – 7.6- 5.8 y 5.3 Kb, respectivamente); E. coli J53-2 Azr(Cr, Cromosomal); K. pneumoniae ATCC 
700603 (plásmido de 160 Kb), K. pneumoniae ATCC BAA 2146 (plásmidos de 140, 117 y 85 Kb); K. pneumoniae 16KP3 
(plásmidos de ≥170 y 85 Kb, respectivamente); transconjugantes de E. coli C16KP3 y C16KP1 (plásmido ≥170 Kb); S. 
aureus NCTC 8325 digerido con SmaI. 

 

4.4. Evaluación del entorno genético del gen blaNDM 

Con la estrategia de mapeo por PCR, se evaluaron tanto los aislamientos hospitalarios 

como las transconjugantes obtenidas, aunque solo los productos de PCR del aislamiento 

16KP1 fueron secuenciados y posteriormente analizados por las diferentes herramientas 
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bioinformáticas. Lo anterior dada a la estrecha relación genética entre los diferentes 

aislamientos hospitalarios estudiados.  Así mismo, como ya se había mencionado antes, 

mediante esta técnica se logró identificar la variante 1 para este gen codificante de 

carbapenemasa.   

 

Se logró determinar corriente arriba del gen blaNDM-1 la secuencia de inserción ISAba125.  

Corriente abajo de éste se encontraron los genes bleMBL, tat, GroES y GroEL (Figura 11 y 

12). Estos hallazgos fueron confirmados con los resultados obtenidos por medio de la 

secuenciación masiva (resultados en proceso de publicación).  Así mismo, estos 

resultados fueron comparados con los diferentes entornos genéticos reportados para 

NDM-1 en especies de enterobacterias y no fermentadoras de gran importancia clínica 

como Acinetobacter spp.(25) 

 

 

Figura 11. Evaluación del entorno genético del gen bla NDM-1 en la cepa 16KP1. (A)Producto de 963 pb. amplificado por 
la asociación de la secuencia de inserción ISAba125 y el gen blaNDM. (B)Producto de 830 pb obtenido por la asociación 
del gen blaNDM y el gen bleMBL. (C)Amplímero de 980 pb obtenido por mapeo del gen bleMBL y tat. (D) Producto de pcr 
obtenido mediante la asociación de tat y GroEL. Control de reactivos (CR), marcadores de peso de 50 y 100 pb, 
respectivamente (M1, M2).16KP1 (línea 1) y transconjugante C16KP1 (línea 2). 
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Figura 12. Comparación del entorno genético del aislamiento 16KP1 y Acinetobacter pittii plásmido ABCA95 cepa 
pABCA95, Acinetobacter lwoffii cepa WJ10621 plásmido pNDM-BJ01, Acinetobacter haemolyticus cepa ABC7926 
plásmido pABC7926, A. baumannii cepa 161/07, A. baumannii JH, E. coli pNDM102337, E. coli pDVR22, Providencia 
stuartii plásmido pMR0211, K. pneumoniae cepa KP7 plásmido pNDM-KN, y K. pneumoniae plásmido ptr3 (GenBank 
números de la adhesión JQ739157.1, JQ001791.1, JQ080305.1, HQ857107.1, JN872329.1, JF714412.1, JF922606.1, 
JN687470.1, JN157804.1, y JQ349086.2, respectivamente). 
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5. Discusión 

Klebsiella pneumoniae es un patógeno oportunista que ha sido frecuentemente asociado 

a infecciones adquiridas tanto en la comunidad como a nivel hospitalario, su relevancia 

clínica radica principalmente en que se encuentra entre los patógenos más comúnmente 

recuperados de infecciones en UCI; también es uno de los patógenos que más fácilmente 

desarrolla mecanismos de resistencia a múltiples clases de antibióticos y que a su vez, ha 

venido aumentando a gran escala y de manera alarmante (69-71).  Debido a este 

fenómeno, los antibióticos carbapenémicos han sido los agentes de elección para el 

tratamiento de infecciones por K. pneumoniae multirresistente, principalmente por su 

amplio espectro de acción y como única alternativa para el tratamiento de infecciones 

ocasionadas por este tipo de microorganismos productores de β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) (70). 

 

En los últimos años, el consumo de antibióticos de tipo carbapenémicos ha aumentado 

de manera drástica a nivel mundial y por supuesto Colombia no es ajena a esta situación 

(71-73) Este aumento en el uso de carbapenémicos, aunque ha logrado salvar vidas y 

reducir índices de mortalidad por este tipo de infecciones, en consecuencia ha generado 

la selección de aislamientos resistentes a esta clase de antibióticos.  Uno de los 

principales mecanismos asociados a resistencia a carbapenémicos, es la adquisición y 

producción de enzimas carbapenemasas.  Desde el año 2005 se han reportado 

aislamientos productores de carbapenemasas en nuestro país, principalmente 

aislamientos de K. pneumoniae productores de KPC (6, 28, 74).  No obstante, la 

diseminación de aislamientos productores de carbapenemasas en diferentes países, ha 

acrecentado la problemática global de la resistencia antibacteriana; especialmente desde 

el año 2008, con la alerta a nivel mundial de la emergencia de aislamientos de E. coli  y  K. 

pneumoniae productores de NDM, esto debido a  su potente capacidad de hidrólisis de 

antibióticos β-lactámicos y carbapenémicos, así como por su gran capacidad de 

diseminación (16, 49, 75). 
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El estudio de estos 6 aislamientos de Klebsiella pneumoniae resistentes a 

carbapenémicos aislados en pacientes de una unidad neonatal y enmarcado en un 

sistema de vigilancia epidemiológica a nivel hospitalario, logró identificar por primera vez 

en nuestro país y Suramérica  aislamientos productores de la metalo-β-lactamasa tipo 

NDM-1.  El propósito de este estudio fue determinar las características moleculares y 

genéticas en  dichos aislamientos; así como,  caracterizar las posibles estructuras de 

movilización responsables de la emergencia o diseminación de este gen en nuestro país. 

 

Para tal efecto se realizó la evaluación de la susceptibilidad de los aislamientos 

hospitalarios a los diferentes antibióticos descritos en la tabla 4, en donde se observó la 

resistencia a los antibióticos β-lactámicos y carbapenémicos evaluados, a excepción del 

monobactámico, aztreonam.  Según lo anterior, no solamente se correlaciona con la 

detección del gen blaNDM-1, que proporciona un fenotipo de resistencia a todos los β-

lactámicos, excepto a aztreonam (75, 76);  sino también por la ausencia de otros genes 

evaluados y codificantes de BLEE, tales como TEM, CTX-M y/o AmpC de tipo plasmídico.  

De igual manera, se evidenció resistencia a gentamicina, amikacina y 

trimetoprim/sulfamethoxazol, y solo se observó susceptibilidad a ciprofloxacina, 

tigeciclina y colistina; confiriéndoles un fenotipo de multiresistencia.  Lo anterior dado a 

la presencia de los genes en casete aadB-catB3  en un Integrón de clase 1, cabe destacar 

que éste tipo de casete es idéntico a uno previamente reportado en un aislamiento de E. 

coli productor de qnrA1; asociado a un plásmido conjugativo de 41 Kb y aislado de una 

muestra de orina en una paciente hospitalizada en Porto Alegre, Brasil (66).  

Así mismo, se logró establecer en estos aislamientos un único pulsotipo mediante PFGE 

(Figura 8-A) , lo cual sugiere un brote de K. pneumoniae productora de NDM-1 en dicha 

unidad neonatal y posiblemente esta transmisión fue dada al compartir la misma área de 

hospitalización entre los pacientes infectados; sin embargo, dichos pacientes fueron 

ingresados a la unidad neonatal desde su nacimiento y en sus progenitoras no se 

documentó algún nexo epidemiológico de viajes a zonas con una alta prevalencia de 

aislamientos productores de NDM-1.  Por lo tanto, es probable que aislamientos 

autóctonos que representan este nuevo ST1043, adquirieran el plásmido portador del 

gen blaNDM-1 de manera tal como ha sido reportado previamente en Europa (77) e 

inclusive como en otras especies de tipo oportunista tales como Morganella morganii y 

Providencia rettgeri (78, 79). Justamente este ST1043 no había sido reportado 

previamente en Klebsiella pneumoniae o asociado a aislamientos productores de algún 

tipo de β-lactamasas, y pese a que es un DLV del ST416 que a su vez ha sido reportado 

previamente en aislamientos hospitalarios productores del gen blaDHA-I en España (68), así 

como en otro aislamiento productor de CTX-M-15 y QnrB1 en República Checa (80); se 

observó que no solamente distan genéticamente entre sí, sino también con los 
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principales ST en K. pneumoniae productores de NDM reportados a nivel mundial (25, 81-

83) (Figura 8).  En razón de lo expuesto, se ratifica una vez más la gran capacidad de 

diseminación de NDM y de cómo este logró emerger en nuestro entorno. 

 

Ahora bien, teniendo en cuenta la capacidad de diseminación de NDM y la variabilidad en 

las plataformas genéticas para su movilización, dado que no solamente se ha asociado a 

un sin número de plásmidos de diferentes características genéticas, sino también ha sido 

integrado cromosómicamente en algunas especies de enterobacterias u otras especies de 

gran importancia clínica de tipo oportunistas (25, 84, 85); es imperativo la caracterización 

de las posibles estructuras involucradas en la movilización de este gen.  Es por ello que 

esta caracterización en los aislamientos blaNDM-1 reveló que éste mecanismo de 

resistencia fuese movilizado en un plásmido conjugativo, ya que los ensayos de 

conjugación para la transferencia del gen blaNDM-1 a partir de los aislamientos K. 

pneumoniae a las respectivas cepas receptoras de E. coli, mostró la transferencia de un 

plásmido ≥170 Kb y del grupo de incompatibilidad A/C (Figura 9-10). 

 

Este hallazgo es de gran importancia, puesto que este grupo de incompatibilidad ya ha 

sido reportado previamente en la movilización de genes de resistencia a antibióticos  en 

bacilos gram negativos (86); y especialmente asociados a la diseminación del gen blaNDM-1 

en diferentes especies de enterobacterias y Acinetobacter baumannii (25, 85, 87-89)., 

particularmente en K. pneumoniae aisladas en Suiza (90) y Kenia (91), Proteus mirabilis 

aislados en Suiza y E. coli aislados en Francia (25).  Del mismo modo, se han detectado 

este tipo de plásmidos en especies de E. coli, Citrobacter freundii y Vibrio cholerae 

portadores del gen blaNDM-1 en muestras de agua tomadas del ambiente en Nueva Delhi, 

India (92);  destacando así el potencial de este tipo de plásmido como vehículo en la 

propagación del gen blaNDM-1.   

 

De igual manera, plásmidos del grupo A/C han sido ampliamente investigados en los 

últimos años, puesto que se ha demostrado su papel como una de las principales 

plataformas para la diseminación del gen blaCMY-2 (codificante de una cefalosporinasa) 

frecuentemente identificado en E. coli y Salmonella spp. en Estados Unidos, Canadá y 

Europa (93-96).  Así mismo, se han aislado no solamente en muestras de origen humano, 

sino también de origen veterinario;  por ejemplo,  en muestras de carne de res, pollo, 

pavo, cerdo, entre otras (97).   
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Igualmente, cabe destacar que estos plásmidos poseen un amplio rango de replicación en 

bacterias, razón por la cual, no solamente se han identificado en diferentes especies de 

enterobacterias, sino también en Photobacterium damselae y Aeromonas salmonicida 

(98).  Lo anterior, implica uno de los desafíos más difíciles para contrarrestar la 

diseminación de la resistencia a antibióticos; puesto que los plásmidos no solo 

contribuyen en la diseminación de determinantes de resistencia mediada por la 

transferencia horizontal entre bacterias de diferentes especies, sino que también 

albergan factores de virulencia y/o sistemas de adicción, que promueven su estabilidad y 

mantenimiento en huéspedes bacterianos bajo diferentes condiciones ambientales (99). 

 

No obstante, las cepas transconjugantes de E. coli presentaron un fenotipo de resistencia 

a antibióticos β-lactámicos; tales como ceftazidima, cefotaxima y 

piperacilina/tazobactam, así como a trimetoprim y gentamicina.  Por otro lado, 

presentaron susceptibilidad a amikacina, ciprofloxacina y especialmente, a los 

antibióticos meropenem y ertapenem;  de igual modo, la producción de carbapenemasas 

no se logró determinar mediante el test de Hodge modificado (tabla 6).  De acuerdo con 

lo anterior, pese a que dichas cepas presentaron susceptibilidad a los carbapenémicos 

evaluados y aun así molecularmente fueron detectados en DNA plasmídico el gen blaNDM; 

dicho fenotipo podría asociarse a  características genéticas inherentes a la cepa receptora 

para la capacidad de expresión de este plásmido transferido, razón por la cual es 

necesario realizar estudios in vitro para la evaluación del costo genético y/o estabilidad 

del plásmido en la cepa receptora, lo cual permitan dilucidar este caso en particular. 

 

Por último, la caracterización molecular del entorno genético en estos aislamientos 

determinó la asociación de la secuencia de inserción ISAba125 (secuencia que ha sido 

asociada al Tn125 en Acinetobacter baumannii) y el gen blaNDM-1 (Figura 11 y 12).  Cabe 

destacar que,  NDM no solo ha logrado diseminarse de manera eficiente gracias a su 

movilización en plataformas genéticas de fácil transferencia como son los plásmidos, que 

en su mayoría son auto-replicables, con una gran capacidad de reordenamiento y co-

transportan diferentes genes de resistencia; sino que generalmente es transportada en el 

transposón 125 (Tn125)(100), una plataforma genética que favorece su movilización y a 

su vez localizados en plásmidos conjugativos.  Se ha sugerido que el origen de este gen de 

resistencia fue dado entre Acinetobacter baumannii y un microorganismo ambiental, 

debido a que en todos los reportes se ha encontrado la secuencia de inserción ISAba125 

(de manera completa o remanentes de la misma) corriente arriba del gen blaNDM-1 (101). 
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Adicionalmente los hallazgos en el entorno genético corriente abajo del gen blaNDM-1 en 

los aislamientos manifiestan la presencia del gen bleMBL el cual confiere resistencia a 

bleomicina (Figura 12), que a su vez ha sido empleado en el tratamiento contra el cáncer.  

Se ha determinado que estos genes se encuentran bajo el control de un mismo promotor 

que está localizado corriente arriba del gen blaNDM  y al extremo de la secuencia de 

inserción ISAba125, por lo tanto sugiere la propagación de NDM en consecuencia no sólo 

de la presión selectiva de antibióticos β-lactámicos sino también por la presión selectiva 

de medicamentos contra el cáncer y/o moléculas del medio ambiente (102). Sumado a 

esto, recientemente se encontró el gen blaNDM asociado a la segunda región variable de 

un integrón clase 1 (103), lo cual tiene como potencial el aumento en su movilización y 

diseminación entre diferentes especies bacterianas. 

 

Según los hallazgos del estudio de estos aislamientos productores del gen blaNDM-1 y por 

primera vez asociados a un brote en una unidad neonatal, indican que la emergencia de 

NDM en nuestro país no es debida a la entrada de uno de los clones de K. pneumoniae 

reportados en otros países (figura 5), sino posiblemente a la transferencia horizontal del 

gen blaNDM-1 mediante un plásmido conjugativo tipo A/C desde otra especie bacteriana 

(por ejemplo Acinetobacter baumannii). Este fenómeno de diseminación es diferente al 

encontrado con Klebsiella pneumoniae productora de KPC, el cual se debe casi 

exclusivamente a la diseminación del clon ST258, que fue reportado en Estados Unidos e 

Israel previo a su diseminación en Colombia (6, 74).  

 

Cabe mencionar que los resultados obtenidos en este estudio fueron publicados en la 

revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy, volumen 57, edición N° 4 del año 2013 

(DOI: 10.1128/aac.01447-12).  Sin embargo, esta hipótesis debe ser investigada de 

manera precisa y más profunda, razón por la cual el Laboratorio de Genética Molecular 

Bacteriana de la Universidad el Bosque, a la luz de profundizar estos resultados y 

enmarcado en un proyecto financiado por la misma Universidad; ideó y ejecutó un 

proyecto de investigación con el objetivo de secuenciar el genoma de uno de estos 

aislamientos y en el que tales hallazgos son consistentes con los resultados obtenidos en 

este estudio, así mismo dichos resultados se encuentran en proceso de publicación 

 

No obstante, estos resultados demuestran la facilidad de propagación intra-hospitalaria 

de especies de enterobacterias causantes de infección, poniendo en manifiesto las 

limitadas opciones terapéuticas para su tratamiento y por ende el aumento en los riesgos 
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de mortalidad en estos pacientes y, peor aún, lo que debe ser temido es un escenario 

desastroso en la evolución a la panresistencia. Por otra parte, el envejecimiento en la 

población, el auge de la resistencia en patógenos asociados a unidades de cuidados 

intensivos y/o en unidades de trasplante de órganos, los tratamientos anti-cancerígenos, 

son factores que conducen a un aumento de la inmunodepresión, haciendo que los 

pacientes sean blancos ideales para la infección por bacterias productoras de 

carbapenemasas.  

 

Así mismo,  esta resistencia puede ir evolucionando de la condición estrictamente 

hospitalaria a la de las infecciones adquiridas en la comunidad, razón por la cual es 

importante reforzar las medidas de control de infecciones, para así evitar diseminación 

cruzada de microorganismos multirresistentes; así como, fortalecer los sistemas de 

vigilancia epidemiológica que proporcionan una retroalimentación al personal médico y 

clínico involucrados en el manejo de los pacientes y de esta manera poner en práctica las 

medidas de intervención apropiadas para este posible escenario y poco optimista para la 

problemática actual en salud pública.  
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6. Conclusiones 

 El primer reporte en Colombia y Suramérica de aislamientos de Klebsiella 

pneumoniae portadores del gen blaNDM-1 causantes de un brote en una unidad 

neonatal en un hospital de Bogotá.  

 

 La emergencia de NDM en nuestro país posiblemente a la adquisición de un 

plásmido conjugativo portador de este gen en aislamientos “autóctonos” de 

Klebsiella pneumoniae ST1043. 

 
 La movilización del gen blaNDM-1 en un plásmido conjugativo ≥170 Kb y del grupo 

de incompatibilidad A/C, grupo de amplio rango de hospedero y previamente 

reportado a nivel mundial en la movilización de genes de resistencia a antibióticos 

tales como el gen blaNDM-1. 

 
 El entorno genético en estos aislamientos determinó la asociación de la secuencia 

de inserción ISAba125 y el gen blaNDM-1; así como, corriente debajo de este el gen 

bleMBL.  Esta estructura de movilización se ha asociado al transposón Tn125, 

asociado a Acinetobacter baumannii. 

 
 La emergencia de aislamientos productores de NDM en Colombia implica un 

nuevo y preocupante desafío para los sistemas de vigilancia y para el tratamiento 

de infecciones causadas por bacterias gram negativas.  Así mismo, estos 

resultados son consistentes con otros reportes que han demostrado la facilidad 

de la diseminación de los mecanismos de resistencia en estos patógenos de gran 

importancia a nivel hospitalario.  
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Anexo A: Alineamiento de la secuencia obtenida por amplificación y secuenciación del 
gen blaNDM en el aislamiento 16KP1 
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Anexo B: Identificación parcial de diferentes plásmidos en 16KP2 por medio del 
programa PlasmidFinder 
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