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1. RESUMEN 

 

La resistencia antimicrobiana representa una amenaza mundial para la salud 

debido a la relación intrínseca que existe entre las bacterias, el ser humano, los 

animales y el medio ambiente. Antibióticos como los betalactámicos y las polimixinas 

desempeñan un papel fundamental en el tratamiento de infecciones multirresistentes, 

su uso constante e inadecuado induce una presión selectiva acelerada en los 

microorganismos permitiendo el desarrollo, adquisición y adaptación de varios 

mecanismos de resistencia que están mediados por la combinación de mutaciones 

cromosómicas y por transferencia horizontal de genes.   La amplitud de estos 

mecanismos ha generado un nuevo dilema terapéutico relacionando el control y el 

manejo de las infecciones con la disponibilidad de antibióticos y metodologías 

utilizadas para la evaluación de la resistencia a múltiples fármacos. El objetivo de este 

estudio fue caracterizar de manera fenotípica y genotípica la producción de 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas en aislados 

resistentes a colistina obtenidos a partir de animales de granjas de la provincia de 

Imbabura que forman parte de la Colección Bacteriana - Quito Católica (CB-QCA). Se 

seleccionaron treinta aislados de los cuales 18 correspondían a Proteus mirabilis, 11 

fueron identificados como Escherichia coli y un aislado correspondía a Enterococcus 

faecalis. Fenotípicamente 14/30 (46,7%) aislados fueron productores de BLEE, 15/30 

(50%) presentan perfiles de resistencia a carbapenémicos y 21/30 (70%) son 

resistentes a colistina. Se encontró que, 14/30 (46,7%) de los aislados son resistentes 

a tres o más familias de antibióticos. A nivel genotípico se detectaron genes de tipo 

blaCTX-M en 14/30 (46,7%) de los aislados, blaTEM en 10/30 (33,3 %), blaSHV en 8/30 

(26,7%) y no se amplificaron los alelos de los genes mcr. Mediante Tipificación 

Multilocus de Secuencias (MLST) en Escherichia coli se encontraron 6 secuencias 

tipo (ST): ST90, ST101, ST624, ST1589, ST3596, ST3856 y 4 ST más aún sin 

reportar. Los resultados obtenidos confirman la prevalencia de aislados 

multirresistentes a nivel fenotípico además de la presencia de genes que confieren 

resistencia a antibióticos. 

 

Palabras clave: BLEE, carbapenemasas, colistina, mcr, resistencia antimicrobiana. 
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2. ABSTRACT 

 

Antimicrobial resistance poses a global health threat due to the intrinsic 

relationship between bacteria, humans, animals, and the environment. Antibiotics such 

as beta-lactams and polymyxins play a fundamental role in the treatment of multidrug-

resistant infections, their constant and inappropriate use induces an accelerated 

selective pressure in microorganisms allowing the development, acquisition and 

adaptation of several resistance mechanisms that are mediated by the combination of 

chromosomal mutations and horizontal gene transfer. The breadth of these 

mechanisms has generated a new therapeutic dilemma relating the control and 

management of infections with the availability of antibiotics and methodologies used 

for the evaluation of resistance to multiple drugs. The objective of this study was to 

characterize in a phenotypic and genotypic way the production of extended-spectrum 

beta-lactamases (ESBL) and carbapenemases in colistin-resistant isolates obtained 

from farm animals in the province of Imbabura that are part of the Colección Bacteriana 

- Quito Católica (CB-QCA). Thirty isolates were selected, of which 18 corresponded to 

Proteus mirabilis, 11 were identified as Escherichia coli and one isolate corresponded 

to Enterococcus faecalis. Phenotypically 14/30 (46.7%) of isolates were ESBL-

producing, 12/30 (40%) have resistance profiles to carbapenems and 21/30 (70%) are 

resistant to colistin. It was found that 14/30 (46.7%) of isolates are resistant to three or 

more families of antibiotics. At the genotypic level, blaCTX-M genes were detected in 

46.7 % (14/30) of the isolates, blaTEM in 10/30 (33.3 %), blaSHV in 8/30 (26.7%) and the 

alleles of the mcr genes were not amplified. By means of Multilocus Sequence Typing 

(MLST) in E. coli, 6 sequences type (ST) were found: ST90, ST101, ST624, ST1589, 

ST3596, ST3856 and 4 STs without reporting. The results confirm the prevalence of 

multidrug-resistant isolates at the phenotypic level in addition to the presence of genes 

that confer resistance to antibiotics. 

 

Keywords: ESBL, carbapenemases, colistin, mcr, antimicrobial resistance. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Durante la última década las enterobacterias se han convertido en un problema 

de salud pública a nivel mundial debido a su alto nivel de resistencia a los antibióticos, 

a su rápida propagación en el ambiente y a su alta capacidad de provocar infecciones 

invasivas que comprometen la salud de las comunidades y hospitales en todo el 

mundo (Otter et al., 2017). Según un informe de la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) (2022), se reportaron altos niveles de resistencia en bacterias causantes de 

infecciones ampliamente mortales en alrededor de 87 países en 2020, en donde 

bacterias como Escherichia coli indicaron niveles de resistencia por encima del 20% 

a antibióticos de primera y segunda línea. Además, se destacó un aumento del 15% 

en cepas resistentes comparando los niveles de resistencia existentes en el año 2017. 

 

La tasa de mortalidad asociada a la resistencia antimicrobiana (RAM) supera 

las 700 mil muertes anuales, en efecto, en 2019 se reportaron alrededor de 1,7 

millones de muertes asociadas a patógenos resistentes a antibióticos y se estima que 

para el año 2050 la tasa de mortalidad anual alcance los 10 millones de muertes por 

año. (Murray et al., 2022; OPS y OMS 2021; O'Neill, 2016). 

  

La RAM pasó a ser una de las principales amenazas mundiales debido a 

factores como la indebida prescripción médica y el uso indiscriminado de antibióticos, 

entre ellos los carbapenémicos que son utilizados a menudo en producción ganadera 

y en el tratamiento de infecciones en seres humanos (OPS y OMS, 2022). El 

suministro de antibióticos para estos fines ha promovido y acelerado el aumento de 

bacterias resistentes y multirresistentes, dejando como resultado una menor 

disponibilidad de antibióticos efectivos capaces de combatir la resistencia adquirida 

por microorganismos (El-Sayed Ahmed et al., 2020).  

 

La OMS ha clasificado a las enterobacterias resistentes a carbapenémicos 

como patógenos críticos de prioridad uno (OMS, 2017). Los carbapenémicos 

pertenecen a una clase de antibióticos betalactámicos de amplio espectro, actividad y 

resistencia al ataque de enzimas tipo betalactamasas. Son altamente potentes contra 

bacterias Gram-negativas (Katip, Yoodee, Uitrakul y Oberdorfer, 2021; Rodríguez-
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Baño, Gutiérrez-Gutiérrez, Machuca y Pascual, 2018). Algunas especies de la familia 

Enterobacteriaceae, como E. coli, son capaces de producir enzimas que simplifican la 

actividad de los carbapenémicos (Aklilu, Harun, y Singh, 2022; Loest et al., 2022). 

Entre los mecanismos de resistencia desarrollados por bacterias se encuentran; la 

producción de carbapenemasas, la producción de betalactamasas de espectro 

extendido (BLEE) combinado con la producción de AmpC; además de la 

desregulación de los canales de porinas (Marimuthu et al., 2019).  

 

Durante décadas, los antibióticos han sido ampliamente utilizados en 

tratamientos terapéuticos en animales, siendo su objetivo principal el combatir 

infecciones previamente identificadas en un organismo vivo. No obstante, también se 

prescriben antibióticos para tratamientos no terapéuticos en donde el objetivo radica 

en promover una mayor productividad y crecimiento de animales, así como la 

prevención posibles infecciones provocadas por bacterias, hongos o virus 

(Ayukekbong, Ntemgwa, y Atabe, 2017). En Ecuador se ha reportado una tasa 

superior al 20% en prescripción antibiótica para su uso en bovinos y aves de corral en 

donde se destacan principalmente antibióticos como las cefalosporinas de tercera 

generación (CTG), cefalosporinas de cuarta generación (CCG), polimixinas y 

quinolonas (Martínez et al., 2023). En ganado porcino, por ejemplo, la aplicación 

antibiótica se lleva a cabo de forma profiláctica, es decir que se utilizan directamente 

antibióticos para el pre-tratamiento de animales sanos. El uso de antibióticos que 

tienen como finalidad el evitar la aparición de futuras enfermedades solo permite 

observar el uso sistémico, erróneo y rutinario de antibióticos en poblaciones 

considerablemente grandes (Boamah, Agyare, Odoi y Dalsgaard, 2016; Fraile, 2016).  

 

El uso sistemático y excesivo de antibióticos como los betalactámicos y la 

colistina para el tratamiento de enfermedades infecciosas, especialmente en 

animales, provocan el surgimiento de microorganismo resistentes a los medicamentos 

desarrollados bajo una fuerte presión selectiva (Bacanlı y Başaran, 2019; Terreni, 

Taccani y Pregnolato, 2021). La preocupación generada por el uso indebido de 

antibióticos en la industria animal ha conllevado a la prohibición de los mismos en 

distintos países a nivel mundial (Walsh y Wu, 2016). En China, por ejemplo, en abril 

de 2017, el Ministerio de Agricultura local prohibió el uso de colistina en aditivos de 
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alimentos para animales destinados al consumo humano (Zhao et al., 2022). En 

Ecuador, desde enero de 2019, La Agencia de Regulación y Control Fito y 

Zoosanitario (AGROCALIDAD) señala la prohibición de la producción, importación, 

comercialización y uso de productos que contengan principios activos de colistina 

destinados al uso o consumo en animales. Esa medida permitiría reducir y evitar el 

uso indiscriminado de colistina que regularmente es usado como promotor de 

crecimiento en animales (AGROCALIDAD, 2019). 

 

En los últimos años, la aparición de bacterias multirresistentes ha provocado 

que, antibióticos que estaban estrictamente restringidos en medicina humana debido 

a su toxicidad, sean reintroducidos al mercado para tratar casos de resistencia a 

múltiples fármacos.  Así, en el año 2012 un grupo de expertos sobre antimicrobianos 

de la OMS decidió incluir a la colistina como antibiótico de importancia crítica para la 

salud (WHO y AGISAR, 2017).  

 

La colistina pertenece al grupo de antibióticos polipéptidos catiónicos también 

conocidos como polimixinas y es uno de los antibióticos ampliamente utilizados en 

medicina humana y animal (Stefaniuk y Tyski, 2019). Este antibiótico suele ser 

considerado como tratamiento de “última esperanza” en la práctica clínica debido a su 

efectividad para tratar patógenos Gram-negativos multirresistentes productores de 

carbapenemasas tipo KPC, NDM, OXA-48, entre otros (Aklilu et al., 2022; El-Sayed 

Ahmed et al., 2020; Ortega-Paredes, Barba y Zurita, 2016). 

 

El antibiótico polipeptídico denominado colistina fue aislado de la bacteria 

Gram-positiva Paenibacillus polymyxa en 1947 (Benedict y Langlykke, 1947). La 

estructura de la colistina está constituida de un anillo peptídico catiónico conformado 

por siete aminoácidos unidos a una cola lipídica hidrófoba (Anexo 2) (Poirel, Jayol y 

Nordmann, 2017). 

 

La resistencia a colistina está asociada a mutaciones cromosómicas y a 

transferencia de plásmidos portadores de genes de resistencia tipo MCR. En bacterias 

Gram-negativas como Neisseria meningitides, Burkholderia spp. y P. mirabilis, la 

resistencia a colistina es intrínseca, es decir que su configuración genética inhibe 
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naturalmente la acción farmacológica del antibiótico mediante mecanismos como la 

modificación del lipopolisacárido (LPS) de la fracción de la membrana citoplasmática. 

Este mecanismo permite evadir la acción de la colistina reduciendo o eliminado la 

interacción de carga negativa de la superficie bacteriana. La supresión de la 

interacción policatiónica entre la colistina y el LPS evita la desintegración de la 

membrana citoplasmática, la pérdida de contenido intracelular y, por consiguiente, la 

muerte celular (Gogry, Siddiqui, Sultan, y Haq, 2021). La resistencia intrínseca en P. 

mirabilis se debe a la expresión del operón arnBCADTEF y el gen eptB. Los mismos 

que se encargan de la modulación de carga catiónica en la membrana del LPS 

añadiendo grupos catiónicos (cargados positivamente) como PEtN 

(fosfoetanolamina), L-Ara-4N (4-amino-4-desoxi-L-arabinosa) a los grupos fosfatos en 

la posición 4’ o 1’ en el sitio de unión para las polimixinas (Poirel et al., 2017; Sun et 

al., 2017) (Anexo 3). 

 

Dentro de los mecanismos de resistencia a colistina en enterobacterias están 

los mecanismos de naturaleza cromosómica los cuales son similares a los que ocurren 

en bacterias con resistencia intrínseca como P. mirabilis. En E. coli por ejemplo, las 

cepas resistentes a polimixinas generalmente realizan modificaciones en el LPS 

mediante la adición al lípido A de 2-aminoentanol y L-Ara-4N. La molécula 2-

aminoetanol se añade al grupo difosfato por medio de un enlace glicosídico y L-Ara-

4N se adiciona al fosfato en la posición 4’ del lípido A. (Nummila Kilpeläinen, Zähringer, 

Vaara, y Helander, 1995). 

 

Los primeros reportes sobre resistencia a colistina hacían referencia a 

mutaciones cromosómicas no trasferibles en especies bacterianas como 

Acinetobacter baumannii (Moffatt et al., 2010) o Klebsiella pneumoniae (Cannatelli et 

al., 2013). Sin embargo, en 2015 se detectó la presencia del gen denominado mcr (por 

sus siglas en inglés “mobile colistin resistance”) asociado a elementos genéticos 

móviles (plásmidos) que se encargan de la transferencia de material genético entre 

bacterias de una misma o distinta especie. Un estudio en China con 260 aislados de 

E. coli provenientes de seres humanos y animales de consumo humano permitió, por 

primera vez reportar a bacterias resistentes a colistina mediada por la presencia del 

plásmido MCR-1. Esto incrementó el espectro de resistencia a otros microorganismos 
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especialmente a bacterias entéricas (Liu et al., 2016). Hasta el momento se han 

identificado 10 alelos correspondientes a mcr (mcr-1 al mcr-10), donde mcr-1 es uno 

de los más estudiados en la actualidad (Anyanwu et al., 2021; El-Sayed Ahmed et al., 

2020; Wang et al., 2020; Stefaniuk y Tyski, 2019). La secuencia de aminoácidos de la 

proteína MCR-1, codificada por el gen mcr-1, difiere de las otras proteínas cuyos 

porcentajes de similitud varían entre el 31 y el 82%. Para el gen mcr-1 han sido 

asignados un total de 33 variantes genéticas funcionales (mcr-1.1, mcr-1.2, mcr-1.3… 

mcr-1.33) que se diferencian por la cantidad de aminoácidos presentes en las 

proteínas codificadas y con porcentajes de similitud de aproximadamente el 99%. Los 

alelos mcr y las subvariantes de mcr-1 han sido reportados hasta el momento en cinco 

de los seis continentes: América, África, Asia, Europa y Oceanía. Se distribuyen en 

varios países en donde podría existir la posibilidad de una evolución continua del gen 

como consecuencia del aumento de mecanismos de los mecanismos de resistencia 

(Bao, Xu, Wang y Zhu, 2022; El-Sayed Ahmed et al., 2020; Muktan et al., 2020).   

 

Varios estudios reportan la resistencia simultanea entre colistina y 

betalactámicos (CTG y carbapenémicos), asociada a mutaciones cromosómicas y a 

la transmisión de plásmidos por transferencia horizontal. Esto induce la proliferación 

y prevalencia de bacterias multirresistentes (Bastidas-Caldes et al., 2022a; Moghnieh, 

Moussa, Aziz y Matar, 2021; Osei Sekyere, 2019; Paitan, 2018; Zong, Feng y McNally, 

2021). 

 

La selección de una metodología estándar para la detección de la resistencia a 

colistina en Enterobacterias ha tenido un amplio debate debido a las diferencias que 

existen al comparar los resultados obtenidos por métodos fenotípicos (difusión de 

disco, dilución en caldo, mediante sistemas automatizados) que evalúan el perfil de 

resistencia a colistina. (Giske y Kahlmeter, 2018; Stefaniuk y Tyski, 2019). No 

obstante, en el año 2016 el CLSI (por sus siglas en inglés, “Clinical and Laboratory 

Standards Institute”) y el EUCAST (por sus siglas en inglés, “European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing”) definieron como método estándar la prueba de 

dilución en caldo para el análisis de la MIC (concentración mínima inhibitoria) en 

colistina (CLSI, 2016; EUCAST, 2016). Las discrepancias existentes entre los 

resultados obtenidos fenotípicamente impulsan al uso e implementación de 
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metodologías genotípicas, como la amplificación de genes mediante PCR (por sus 

siglas en inglés, “polymerase chain reaction”), que facilitan la detección de genes 

relacionados con la resistencia bacteriana. Esto permite obtener resultados con una 

mayor eficiencia (Stefaniuk y Tyski, 2019).  

 

3.1 OBJETIVOS 

 

3.1.1  OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar de manera fenotípica y genotípica la producción de 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas en aislados 

resistentes a colistina obtenidos a partir de animales de granjas de la provincia de 

Imbabura. 

 

3.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Confirmar la identidad de los 30 aislados mediante pruebas bioquímicas 

y análisis MALDI-TOF. 

 Identificar los aislados resistentes a colistina que producen de 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas. 

 Correlacionar la resistencia a colistina con la producción de 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y carbapenemasas. 

 Determinar la secuencia tipo (ST) a la que pertenecen los aislados 

estudiados mediante Tipificación Multilocus de Secuencias (MLST). 
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4. METODOLOGÍA 

 

4.1. POBLACIÓN DE ESTUDIO Y REIDENTIFICACIÓN DE AISLADOS 

BACTERIANOS 

 

La población de estudio considerada para este trabajo estuvo constituida por 

un grupo seleccionado de bacterias que formó parte del proyecto PUCE-2016 donde 

se colectaron un total de 188 muestras de hisopado cloacal y rectal de origen avícola 

y porcino, de 50 granjas y 10 camales de la provincia de Imbabura. Los aislados 

obtenidos forman parte de la Colección Bacteriana-Quito Católica (CB-QCA) del 

Laboratorio de Microbiología, de la Pontificia Universidad Católica del Ecuador. A 

partir de estas muestras fueron identificados 392 aislados bacterianos, a partir de los 

cuales se identificaron 101 aislados resistentes a colistina mediante el macrométodo 

de elución en caldo. A través del sistema automatizado VITEK 2 se identificaron 13 

aislados productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y 19 aislados 

resistentes a carbapenémicos (datos no publicados). En total se seleccionó un grupo 

de 30 aislados caracterizados por presentar producción de betalactamasas de 

espectro extendido (BLEE), carbapenemasas o por ser resistentes a colistina. 

 

A pesar de que los aislados ya se encontraban identificados y preservados en 

el laboratorio de Microbiología de la Escuela de Ciencias Biológicas de la Pontificia 

Universidad Católica del Ecuador, se realizó una reactivación, y reidentificación para 

descartar posibles contaminaciones o inactivación de los aislados. 

 

Para la reactivación de los aislados se tomaron 14 copias bacterianas 

preservadas a -20 y -80 °C, que fueron transferidas a caldo BHI (por sus siglas en 

inglés, Brain Heart Infusion) (DifcoTM) y cultivadas a 37 °C durante 24 horas. Los 16 

aislados restantes fueron activados a partir de poblaciones bacterianas conservadas 

en tubos con agar nutriente, a temperatura ambiente. 

 

Una vez activados los 30 aislados en BHI, se tomó una mínima cantidad de 

caldo con un asa bacteriológica y se transfirió a placas de agar nutriente (DifcoTM), 

placas con agar EMB (DifcoTM) (por sus siglas en inglés, Eosin Methylene Blue) o a 
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placas de agar entérico Hektoen Enteric (DifcoTM). Los aislados fueron incubados a 37 

°C durante 24 horas. Una vez obtenidas las colonias aisladas se procedió a realizar la 

identificación mediante las siguientes pruebas bioquímicas: Agar Citrato de Simmons 

(CIT), Sulfuro, Indol y Motilidad (SIM), Hierro-Triple azúcar (TSI), Rojo de metilo (RM), 

Voges Proskauer (VP), Urea, Fenilalanina (FA) y a Motilidad, Indol y Lisina (MILI) 

(DifcoTM). 

 

4.2. CONFIRMACIÓN FENOTÍPICA DE PRODUCCIÓN DE β-

LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE), 

CARBAPENEMASAS Y RESISTENCIA ANTIBIÓTICA 

 

Una vez identificados los aislados se realizó la identificación fenotípica para la 

producción de betalactamasa de espectro extendido (BLEE) mediante el método de 

Kirby-Bauer (Bauer, Kirby, Sherris y Turck, 1966). Cada aislado fue cultivado en 5 ml 

de caldo BHI a 37 °C durante 24 horas y posterior a ello se obtuvieron colonias 

aisladas en agar nutriente incubadas a 37 °C por 24 horas. Luego, se tomaron 3 a 5 

colonias y se las transfirió a 500 μl de caldo Müller-Hinton (DifcoTM) en una cuba 

Eppendorf para espectrofotometría para medir la turbidez de 0,5 en la escala de 

McFarland con ayuda del turbidímetro BioPhotometer plus (Eppendorf) alcanzando 

1,5 x 108 UFC/ml. Posteriormente, la bacteria fue sembrada con un hisopo estéril 

sobre una placa Petri con agar Müller-Hinton (DifcoTM) realizando una distribución 

horizontal, vertical y diagonal, rotando la placa 180° sin dejar espacios libres en el 

medio de cultivo. Para confirmar si los aislados eran productores de BLEE, se 

colocaron 4 discos de antibióticos; ceftazidima (CAZ) 30 μg, ceftazidima/ácido 

clavulanato (CZC) 40 μg, cefotaxima (CTX) 30 μg y cefotaxima/ ácido clavulanato 

(CTC) 40 μg, sobre cada placa de agar de manera equidistante, siguiendo el método 

de doble disco recomendado por el CLSI (2022). 

 

Mediante el método de difusión en disco Kirby-Bauer se realizó la evaluación 

fenotípica de la resistencia antibiótica con antibióticos de las familias: 

aminoglucósidos, betalactámicos, y quinolonas. Por otra parte, y por el método de 

elución de disco en medio CAMBH se realizó la evaluación de la sensibilidad de los 

aislados con antibióticos de la familia lipopéptidos descritos en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Clasificación, modo de acción, abreviatura, concentración y puntos de 

corte de los antibióticos utilizados en las evaluaciones fenotípicas. 

AMP, Aminopenicilinas; CTG, Cefalosporinas de Tercera Generación; CTG+INB, Cefalosporinas de Tercera 
Generación más Inhibidor de betalactamasas; CBP, Carbapenémicos; AMG, Aminoglucósidos; QSG, Quinolonas 
de Segunda Generación; PLX, Polimixinas; Meropenem (MEM); Ciprofloxacina (CIP); Amikacina (AM); Ertapenem 
(ETP); Imipenem (IPM); Ceftriaxona (CRO); Gentamicina (GM); Ceftazidima (CAZ); Ampicilina (AN); Cefotaxima 
(CTX); R, carácter resistente; I, carácter intermedio; S, carácter  susceptible; N/D, datos no disponibles; * 
antibióticos utilizados para detección de BLEE [ ], concentración del antibiótico; µg, microgramos 

 

Clase Subclase Abreviatura [ ] 

Puntos de corte y categorías 
interpretativas en mm (para 

COL en μg/ml)  

R I S 

BETALACTÁMICOS  
                                 

(Inhibición de síntesis de 
la pared celular) 

AMP AN 10 μg ≤13 14-16^ ≥17 

      

CTG 

CTX* 30 μg ≤22 23-25^ ≥26 

CAZ* 30 μg ≤17 18-20^ ≥21 

CRO 30 μg ≤19 20-22 ≥23 

      

CTG+INB 
CTC* 40 μg N/D N/D N/D 

CZC* 40 μg N/D N/D N/D 

      

CBP 

ETP 10 μg ≤18 19-21 ≥22 

IPM 10 μg ≤19 20-22 ≥23 

MEM 10 μg ≤19 20-22 ≥23 

       

AMINOGLUCÓSIDOS 
 

(Inhibición de síntesis 
proteica a nivel de la 
subunidad ribosomal 

30S) 

AMG 

AM 30 μg ≤14 15-16^ ≥17 

GM 10 μg  ≤12 13-14^ ≥15 

       

QUINOLONAS 
 

(Bloqueo de la 
replicación y reparación 

de ADN) 

QSG CIP 5 μg ≤21 22-25^ ≥26 

       

LIPOPEPTIDOS 
 

(Alteración de la 
membrana celular) 

 

PLX COL 10 μg N/D ≤2^ ≥4 
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4.3. PRUEBA DE SENSIBILIDAD A COLISTINA MEDIANTE ELUCIÓN EN 

CALDO 

 

La sensibilidad a colistina se determinó mediante el método de elución de 

discos de colistina adaptado por el Laboratorio Nacional de Referencia en 

Antimicrobianos INEI-ANLIS “Dr. Carlos Malbran”, Argentina, y el CLSI (2022). El 

macrométodo utilizó discos de colistina (COL) de 10 µg en tubos con 10 ml de caldo 

Müller Hinton ajustado en cationes CAMBH (por sus siglas en inglés, Cation-Adjusted 

Mueller-Hinton Broth) (Figura 1). Para la preparación de CAMBH se utilizó caldo Müller 

Hinton (MHB) (DifcoTM) más dos soluciones catiónicas magnesio (Mg) y calcio (Ca). 

La solución stock de magnesio se preparó disolviendo 8,36 g de MgCl2 6H2O en 100 

ml de agua destilada autoclavada y para la solución stock de calcio se disolvió 3,68 g 

de CaCl2 2H2O en la misma cantidad de agua destilada. Adicionalmente, se realizó 

una filtración por membrana para evitar contaminación. Finalmente, las soluciones 

fueron almacenadas a 4 °C. 

 
Figura 1. Ilustración gráfica del método de elución de disco en medio CAMBH. 

 

Una vez preparado el medio CAMBH, se distribuyó 10 ml de contenido en cada 

tubo, utilizando un total de 4 tubos por aislado que fueron rotulados como: “1, 2, 4 y 

Control”.  Cada tubo representó la cantidad de discos de antibióticos/tubo.  La 

colocación de los discos de colistina se la realizó con ayuda de una pinza estéril y se 

dejó los tubos a temperatura ambiente durante una hora para permitir que el 

antibiótico, contenido en los discos, se disuelva en el medio. Las cantidades finales 
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mostradas en cada tubo fueron: tubo control, sin antibiótico; tubo 1, 1 disco de COL 1 

µg/ml; tubo 2, 2 discos de COL 2 µg/ml y tubo 4, 4 discos de COL 4 µg/ml. Con 

antelación, los aislados bacterianos probados crecieron en caldo TSB (por sus siglas 

en inglés Tryptic Soy Broth) (DifcoTM) por 18 horas a 37 °C.  Luego, se obtuvo un 

inóculo correspondiente al 1,5 x 108 UFC/ml de la escala de McFarland que se calculó 

mediante un turbidímetro BioPhotometer plus (Eppendorf). Se tomaron 50 µl de 

inóculo con una pipeta y se transfirieron a tubos con medio CAMBH (4 tubos por 

aislado). Posteriormente, se incubó durante 18 horas a 37 °C. 

 

4.4. DETECCIÓN MOLECULAR DE GENES IMPLICADOS EN LA 

RESISTENCIA A BETALACTAMASAS Y A COLISTINA 

 

La amplificación de genes se llevó a cabo mediante PCR para lo cual se realizó 

extracciones de ADN utilizando el kit Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA). 

Como paso inicial, los 30 aislados fueron cultivados en 5 ml de caldo BHI (DifcoTM) a 

37 °C durante 24 horas. Una vez obtenidos los aislados en el caldo se procedió a 

sembrar y aislar colonias en agar nutriente (DifcoTM) luego se incubó a 37 °C durante 

24 horas. Finalmente se tomaron 5 colonias y se las cultivó en caldo TSB (DifcoTM) 

durante 18 horas. 

 

El protocolo utilizado para la extracción de ADN fue descrito por el fabricante 

en el apartado “Isolation of Genomic DNA from Gram Positive and Gram Negative 

Bacteria”: https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protcards/wizard-

genomic-dna-purification-kit-quick-

protocol.pdf?rev=4cc2e14ff84c4281a97eb50b32755c33&sc_lang=en. Luego de la 

extracción de ADN se procedió a realizar la estandarización de protocolos para la 

amplificación de genes utilizando los iniciadores descritos en la Tabla 2. 

  

https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protcards/wizard-genomic-dna-purification-kit-quick-protocol.pdf?rev=4cc2e14ff84c4281a97eb50b32755c33&sc_lang=en
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protcards/wizard-genomic-dna-purification-kit-quick-protocol.pdf?rev=4cc2e14ff84c4281a97eb50b32755c33&sc_lang=en
https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protcards/wizard-genomic-dna-purification-kit-quick-protocol.pdf?rev=4cc2e14ff84c4281a97eb50b32755c33&sc_lang=en
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Tabla 2. Lista de cebadores utilizados en la amplificación y detección de genes 

Gen Cebadores Secuencias de los cebadores (5´ - 3´) 
Tamaño del 

Amplicón en (pb) 

Temperatura de 
anillamiento 

(°C)  

mcr-1 
F AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 

320 57 
R AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 

mcr-2 
F CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT  

715 54 
R TCTAGCCCGACAAGCATACC 

mcr-3 
F AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG  

929 48 
R AATGGAGATCCCCGTTTTT  

mcr-4 
F TCACTTTCATCACTGCGTTG  

1116 49 
R TTGGTCCATGACTACCAATG  

mcr-5 
F ATGCGGTTGTCTGCATTTATC  

1644 56 
R TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG  

blaCTX-M 
F SCSATGTGCAGYACCAGTAA 

585 50 
R CGCCRATATGRTTGGTGGTG 

blaTEM 
F ATGAGTATTCAACATTTCCG 

858 55 
R CCAATGCTTAATCAGTGAGG 

blaSHV 
F TGGTTATGCGTTATATTCGCC 

862 55 
R TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA 

adk 
F ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG 

583 54 
R CCGTCAACTTTCGCGTATTT 

fumC 
F TCACAGGTCGCCAGCGCTTC 

806 54 
R GTACGCAGCGAAAAGATTC  

gyrB 
F TCGGCGACACGGATGACGGC 

911 60 
R ATCAGGCCTTCACGCGCATC 

Icd 
F 

ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCC 
GGCACA 878 54 

R GGACGCAGCAGGATCTGTT 

mdh 
F 

ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGC 
GCTGCTGGCGG 

932 60 

R 
TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGC 
GATATCTTTCTT 

purA 
F CGCGCTGATGAAAGAGATGA 

816 54 
R CATACGGTAAGCCACGCAGA 

recA 
F CGCATTCGCTTTACCCTGACC 

780 58 
R TCGTCGAAATCTACGGACCGGA 

°C, grados centígrados; F, forward; R; reverse; pb, pares de bases 

 

El volumen final de cada reacción de amplificación fue de 25 μl y estaba 

constituida por: 23 μl de mezcla madre más 2 μl de ADN, La mezcla madre se la realizó 

en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y contenía 12,5 μl DreamTaq Green PCR Master Mix 

(Promega), 1 μl por cebador (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, blaCTX-M, blaTEM, 

blaSHV) y 8,5 μl agua libre de nucleasas. La distribución se realizó en tubos Eppendorf 

de 0,5 ml para posteriormente ser trasladados al termociclador. 

 

Los programas de amplificación de genes se realizaon en el termociclador 

SimpliAmp™ Thermal Cycler A37835 (Thermo Fisher Scientific) Tabla 3. 
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Tabla 3. Programación de termociclador para la amplificación de genes 

PROGRAMA GEN CONDICIONES DE AMPLIFICACIÓN 

PCR-MULTIPLEX mcr-1 

mcr-2 

mcr-3 

mcr-4 

mcr-5 

 

30 ciclos de DSNTi a 94°C 

94 °C/30 s- 

58 °C/90 s- 

72 °C 60 s- 

 

 
 

PCR ESTANDAR 

 

mcr-1 

30 ciclos de DSNTi a 94°C 

94 °C/45 s-   

60 °C/60 s- 

72 °C/ 180 s- 

 

PCR ESTANDAR blaCTX-M 25 ciclos de DSNTi a 94°C 

95 °C/60 s- 

50 °C/60 s- 

72 °C/ 60 s- 

 

 
PCR ESTANDAR blaTEM 30 ciclos de DSNTi a 94°C 

94 °C/60 s- 

54 °C/60 s-,  

72 °C/120 s-  

 

 
PCR ESTANDAR blaSHV 30 ciclos de DSNTi a 94°C 

94 °C/ 30 s-,  

55 °C/30 s-  

72 °C/60 s-  

 

 

DSTNi, desnaturalización inicial; s-, segundos. 

 

Los productos de amplificación obtenidos mediante PCR se visualizaron en el 

sistema electroforético ENDURO™ Gel XL (Labnet™) a un voltaje constante de 100 

Voltios durante una hora en gel de agarosa al 2%. La preparación del buffer de corrida 

TBE 10X estaba compuesto por 55 g de ácido bórico, 108 g de Tris Base, 40 ml EDTA 

a 0,5 M. (77,4 g EDTA más 52,6 ml agua MiliQ). De ello, se utilizó 300 ml de TBE al 

0.5X para la corrida electroforética.  

 

Los productos de amplificación se compararon con una escalera molecular 

ADN (Ladder) de 100pb (Invitrogen) para determinar los tamaños. Como control 

positivo para el gen mcr-1 se utilizó la cepa CB-QCA 109B (E. coli), como controles 
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positivos de BLEE se utilizaron cepas TEM y CTX-M además de la cepa “BLEE 4156” 

y como control negativo agua de grado molecular libre de nucleasas.  

 

Para la visualización de los productos de amplificación se utilizó SYBR® Gold 

10.000 x (InvitrogenTM) y para la visualización de bandas se empleó el sistema de 

captura de imagen Molecular Imager® Gel DocTM XR+ (BIO-RAD) junto con el 

programa Image Lab Software.  

 

4.5. DETERMINACIÓN DE SECUENCIAS TIPO (ST) MEDIANTE 

TIPIFICACIÓN DE SECUENCIAS MULTILOCUS (MLST) 

 

La tipificación bacteriana por MLST se llevó a cabo siguiendo el protocolo 

recomendado por la Red de Laboratorios para la Vigilancia de Microorganismos 

Resistentes (RedLabRA, 2020), a partir de ADN extraído de los aislados de E. coli 

https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProg

ramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-

01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf  

 

Se realizó una identificación de 7 genes conservados o “genes housekeeping”: 

(adk, fumC, gyrB, icd, mdh, purA, recA) utilizando los cebadores descritos en la Tabla 

2.  

 

La amplificación de genes mediante PCR tuvo un volumen final de 30 μl 

constituido por 29 μl de mezcla madre y 1 μl de ADN, el volumen de la mezcla madre 

estuvo compuesto por 13,5 μl de DreamTaq Green PCR Master Mix (Promega), 13,5 

μl de agua libre de nucleasas, 1 μl de cebador en sentido directo (forward) y 1 μl de 

cebador en sentido reverso (reverse). Los productos de amplificación obtenidos por 

PCR se observaron por medio de electroforesis siguiendo la metodología descrita en 

el punto 4.6. La comprobación de productos amplificados se llevó a cabo utilizando el 

sistema Imager® Gel DocTM XR+ (BIO-RAD) junto con el software informático Image 

Lab – Bio-Rad. 

 

https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
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Una vez amplificados los 7 genes en los 11 aislados de E. coli, los productos 

PCR fueron enviados a la empresa Macrogen-Korea siguiendo los protocolos de 

ensamblaje y transporte descritos en el manual “DNA Order Guide”; CES-Sequencing 

Service: https://dna.macrogen.com/com/comm/file/fileView.do (Macrogen, 2020) con 

la finalidad de realizar una purificación y secuenciación estándar de los productos 

amplificados. 

 

Con los resultados de la secuenciación se llevó a cabo la identificación de 

secuencias tipo (ST) mediante el análisis en PubMLST  

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=downloadAlleles&

tree=1 de donde se descargó las secuencias de referencia para comparar, cortar y 

alinear las secuencias obtenidas de los aislados mediante el programa bioinformático 

UGENE v43.0, luego se asignó un número de variante para cada gen: 

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=sequenceQuery y 

finalmente se seleccionó una ST para cada combinación de locus en: 

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=profiles (Jolley, 

Bray y Maiden, 2018). 

  

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=downloadAlleles&tree=1
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=downloadAlleles&tree=1
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=sequenceQuery
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_escherichia_seqdef&page=profiles
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5. RESULTADOS 

 

5.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO Y REIDENTIFICACIÓN DE AISLADOS 

BACTERIANOS 

 

De los 30 aislados seleccionados, 27/30 (90%) fueron obtenidos mediante 

hisopado cloacal de pollos, mientras que los 3/30 (10%) aislados restantes 

pertenecían a aislado obtenidos mediante hisopado rectal de cerdos. En total se 

identificaron 18/30 (60%) aislados pertenecientes a la especie Proteus mirabilis, 11/30 

(36,7%) a Escherichia coli y 1/30 (3,3%) asilado de Enterococcus faecalis. Todos los 

aislados fueron identificados mediante pruebas bioquímicas (Figura 2) y análisis 

MALDI-TOF (Tabla 4). 

 

 

Figura 2 Resultados de pruebas bioquímicas aplicadas para la confirmación de 
género y especies de los aislados. A, resultados del aislado CB-QCA 5376, 
identificación P. mirabilis; B, resultados del aislado CB-QCA 5304, identificación E. 
coli; M, motilidad; I, indol; L, lisina, H2S, producción de sulfuro de hidrógeno; K/K, 
alcalinidad en todo el medio, A/A, oxidación de azucares y fermentación); (+), prueba 
positiva; (-) prueba negativa. 
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Tabla 4. Datos de origen, fecha de aislamiento, identificación bioquímica e 

identificación MALDI-TOF de los aislados estudiados. 

Código PUCE 
Fecha de 

aislamiento 
Individuo Muestra 

Fecha de 
reactivación 

Identificación 
bioquímica 

Identificación  
MALDI-TOF 

CB-QCA 5044 11/05/2018 Pollo H.C 07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5047 11/05/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5052 11/05/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5054 11/05/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5062 11/05/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5063 11/05/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5067 11/05/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5134 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5141 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5150 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 S/I Enterococcus faecalis 

CB-QCA 5152 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5157 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5162 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5163 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5179 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5183 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5196 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5197 14/06/2018 Pollo 
H.C 

05/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5201 14/06/2018 Pollo 
H.C 

05/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5203 14/06/2018 Pollo 
H.C 

23/02/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5208 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5214 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5215 14/06/2018 Pollo 
H.C 

07/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5271 11/07/2018 Pollo 
H.C 

01/04/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5304 11/07/2018 Pollo 
H.C 

08/05/2022 S/I Escherichia coli 

CB-QCA 5350 22/08/2018 Pollo 
H.C 

18/03/2022 S/I Proteus mirabilis 

CB-QCA 5376 22/08/2018 Cerdo H.R 18/03/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5381 22/08/2018 Pollo H.C 11/01/2022 Proteus mirabilis Proteus mirabilis 

CB-QCA 5469 15/10/2018 Cerdo H.R 11/01/2022 Escherichia coli Escherichia coli 

CB-QCA 5475 15/10/2018 Cerdo H.R 11/01/2022 S/I Escherichia coli  

CB-QCA, Colección Bacteriana Quito-Católica; H.C, hisopado cloacal; H.R, hisopado rectal; S/I, Sin 
identificar. 
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5.2 DETECCIÓN FENOTIPICA DE PRODUCCIÓN DE BELACTAMASAS 

DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE), CARBAPENEMASAS Y 

RESISTENCIA ANTIBIÓTICA 

 

Mediante el método de Kirby-Bauer (Figura 3) se encontró que 24/30 (80%) de 

los aislados presentan perfiles de resistencia a antibióticos de clase betalactámico, 

15/30 (50%) son resistentes a aminoglucósidos en donde 15/15 (100%) son 

resistentes a amikacina y 6/15 (40%) tienen resistencia a gentamicina. En total 28/30 

(93,3%) aislados presentan perfiles de resistencia a ciprofloxacina siendo el antibiótico 

con mayor porcentaje de resistencia del total de aislados, valores representados en la 

Tabla 5. 

 

 

Figura 3 Imagen referencial sobre la metodología aplicada para evaluar la 
resistencia a antibióticos. Cepa CB-QCA 5197 (Proteus mirabilis); ATB, antibiótico; 
ETP, ertapenem; IPM, imipenem; MEM, meropenem; CRO, ceftriaxona; GM, 
gentamicina; CAZ, ceftazidima; AN, ampicilina; AM, amikacina; CIP, ciprofloxacina. 
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Tabla 5. Valores de la sensibilidad antimicrobiana e interpretación de los 30 

aislados analizados en el estudio 

CÓDIGO 
 PUCE 

Betalactámicos Aminoglucósidos Quinolonas 

MEM ETP IPM CTX CAZ CRO AN GM AM CIP 

CB-QCA 5044 32 S 30 S 30 S 32 S 15 R 9 R 24 S 21 S 6 R 6 R 
CB-QCA 5047 34 S 33 S 31 S 25 I 18 I 24 S 25 S 25 S 10 R 6 R 
CB-QCA 5052 35 S 35 S 36 S 10 R 24 S 15 R 25 S 25 S 6 R 15 R 
CB-QCA 5054 32 S 32 S 32 S 18 R 27 S 6 R 23 S 21 S 6 R 6 R 
CB-QCA 5062 31 S 29 S 29 S 13 R 17 R 6 R 23 S 21 S 6 R 6 R 
CB-QCA 5063 37 S 34 S 37 S 16 R 18 I 11 R 28 S 24 S 10 R 9 R 
CB-QCA 5067 36 S 31 S 34 S 19 R 22 S 11 R 24 S 22 S 6 R 6 R 
CB-QCA 5134 26 S 30 S 22 I 16 R 23 S 15 R 23 S 6 R 6 R 11 R 
CB-QCA 5141 27 S 31 S 20 I 18 R 28 S 6 R 22 S 6 R 6 R 10 R 
CB-QCA 5150 36 S 14 R 26 S 30 S 16 R 6 R 13 R 16 S 28 S 20 R 
CB-QCA 5152 28 S 30 S 22 I 35 S 26 S 30 S 20 S 25 S 28 S 20 R 
CB-QCA 5157 28 S 30 S 22 I 35 S 30 S 37 S 20 S 21 S 25 S 20 R 
CB-QCA 5162 25 S 28 S 20 I 18 R 29 S 18 R 20 S 6 R 6 R 7 R 
CB-QCA 5163 28 S 30 S 23 S 15 R 30 S 3 R 22 S 6 R 8 R 10 R 
CB-QCA 5179 28 S 29 S 22 I 34 S 30 S 30 S 12 R 20 S 22 S 22 I 
CB-QCA 5183 33 S 32 S 29 S 16 R 18 I 6 R 24 S 17 S 6 R 13 R 
CB-QCA 5196 28 S 28 S 29 S 37 S 32 S 35 S 23 S 22 S 23 S 20 R 
CB-QCA 5197 26 S 24 S 20 I 19 R 18 I 14 R 22 S 6 R 6 R 11 R 
CB-QCA 5201 30 S 32 S 24 S 37 S 31 S 40 S 25 S 25 S 26 S 12 R 
CB-QCA 5203 26 S 28 S 22 I 37 S 32 S 30 S 23 S 30 S 24 S 20 R 
CB-QCA 5208 30 S 31 S 25 S 36 S 30 S 40 S 24 S 22 S 24 S 10 R 
CB-QCA 5214 25 S 30 S 22 I 46 S 40 S 30 S 22 S 23 S 20 S 25 I 
CB-QCA 5215 26 S 30 S 25 S 40 S 33 S 40 S 25 S 25 S 26 S 25 I 
CB-QCA 5271 27 S 30 S 24 S 39 S 34 S 25 S 23 S 22 S 24 S 22 I 
CB-QCA 5304 19 R 18 R 26 S 29 S 27 S 32 S 24 S 18 S 6 R 24 I 
CB-QCA 5350 25 S 28 S 24 S 31 S 27 S 33 S 24 S 21 S 23 S 20 R 
CB-QCA 5376 26 S 26 S 20 I 28 S 29 S 34 S 22 S 22 S 23 S 34 S 
CB-QCA 5381 26 S 30 S 21 I 36 S 32 S 38 S 22 S 22 S 25 S 22 I 
CB-QCA 5469 28 S 26 S 24 S 10 R 23 S 10 R 20 S 8 R 6 R 22 I 
CB-QCA 5475 26 S 28 S 22 I 34 S 29 S 30 S 23 S 21 S 24 S 31 S 

CB-QCA, Colección Bacteriana - Quito Católica; Meropenem (MEM); Ertapenem (ETP; Imipenem (IPM); 
Cefotaxima (CTX); Ceftazidima (CAZ); Ceftriaxona (CRO); Ampicilina (AN); Gentamicina (GM); Amikacina (AM); 
Ciprofloxacina (CIP); R, carácter resistente; I, carácter intermedio; S, carácter susceptible. 

 

De los aislados resistentes a antibióticos betalactámico (24/30), 14/24 (58,3%) 

presentan resistencia antimicrobiana a por lo menos un antibiótico carbapenémico 

dentro de los cuales 12/14 (85,7%) presentan perfiles de resistencia a imipenem, 2/14 

(14,3%) son resistentes a ertapenem y solo 1/14 (7,1%) aislado, es resistente a 

meropenem, el único aislado que presenta resistencia simultánea a ertapenem e 

imipenem es el aislado CB-QCA 5304 (E. coli). Solo 2/24 (8,3%) de los aislados 

presentan resistencia a antibióticos de clase aminopenicilina (Ampicilina 10 μg).  Cabe 

destacar que para algunos de los casos los aislados interpretados como “intermedios” 

(I) fueron considerados como “resistentes” (R) para facilitar la interpretación de los 

resultados. 
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En cuanto a la resistencia a antibióticos de subclase CTG, 15/24 (62,5%) de los 

aislados presentan perfiles de resistencia a antibióticos en esta categoría, 

encontrándose un mayor porcentaje de resistencia a ceftriaxona en 14/15 (93,3%) de 

los aislados, seguido de cefotaxima en 13/15 (86,7%) aislados y ceftazidima en 7/15 

(46,7%) aislados. Se encontraron 4/15 (26,7%) aislados con resistencia a los tres tipos 

de antibióticos simultáneamente. 

 

La identificación de aislados productores de BLEE se llevó a cabo considerando 

los antibióticos de la subclase CTG más inhibidor de betalactamasas 

(cefotaxima/ácido clavulanato y ceftazidima/ácido clavulanato), encontrando que 

14/30 (46,7%) aislados son productores de BLEE (Tabla 6) de los cuales, 12/14 

(85,7%) aislados presentaron un halo igual o superior a 5 mm en la comparación entre 

cefotaxima y cefotaxima más inhibidor (ácido clavulanato) a diferencia de la 

comparación entre ceftazidima y ceftazidima más inhibidor que se encontró que el 

64% (9/14) presentan un halo superior a la regla (Figura 4).  

 

 

Figura 4 Determinación fenotípica de la producción de BLEE. CAZ, Ceftazidima; 
CAZ/CLA, Ceftazidima/ácido clavulanato; CTX, Cefotaxima; CTX/CLA, Cefotaxima/ 

ácido clavulanato. Sinergia de doble disco sobre suspensión bacteriana utilizando 
discos de cefalosporinas (círculos puntuados amarillos) e inhibidores de 
betalactamasas (círculos puntuados rojos). La ampliación de halos de inhibición (> 5 
mm) entre discos de cefalosporinas e inhibidor indica la producción de BLEE. 
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Tabla 6. Confirmación fenotípica de la producción de betalactamasas de 

espectro extendido (BLEE) para los 30 aislados estudiados 

Código 
PUCE 

Identificación 
MALDI-TOF 

Aumento en el halo 
entre CAZ y CZC (mm)  

 

Aumento en el halo 
entre CTX y CTC (mm)  

 

CRITERIO  
CAZ - CZC 

CRITERO 
 CTX y CTC 

CB-QCA 5044 Escherichia coli 15 0 B N 

CB-QCA 5047 Escherichia coli 9 3 B N 

CB-QCA 5052 Escherichia coli 12 24 B B 

CB-QCA 5054 Escherichia coli 4 14 N B 

CB-QCA 5062 Escherichia coli 9 13 B B 

CB-QCA 5063 Escherichia coli 17 22 B B 

CB-QCA 5067 Escherichia coli 9 15 B B 

CB-QCA 5134 Proteus mirabilis 2 12 N B 

CB-QCA 5141 Proteus mirabilis 2 14 N B 

CB-QCA 5150 Enterococcus faecalis 2 0 N N 

CB-QCA 5152 Proteus mirabilis 0 0 N N 

CB-QCA 5157 Proteus mirabilis 1 0 N N 

CB-QCA 5162 Proteus mirabilis 1 14 N B 

CB-QCA 5163 Proteus mirabilis 1 15 N B 

CB-QCA 5179 Proteus mirabilis 1 0 N N 

CB-QCA 5183 Escherichia coli 14 16 B B 

CB-QCA 5196 Proteus mirabilis 0 1 N N 

CB-QCA 5197 Proteus mirabilis 11 10 B B 

CB-QCA 5201 Proteus mirabilis 0 1 N N 

CB-QCA 5203 Proteus mirabilis 0 0 N N 

CB-QCA 5208 Proteus mirabilis 1 0 N N 

CB-QCA 5214 Proteus mirabilis 0 0 N N 

CB-QCA 5215 Proteus mirabilis 3 0 N N 

CB-QCA 5271 Proteus mirabilis 2 0 N N 

CB-QCA 5304 Escherichia coli 1 1 N N 

CB-QCA 5350 Proteus mirabilis 0 0 N N 

CB-QCA 5376 Proteus mirabilis 0 0 N N 

CB-QCA 5381 Proteus mirabilis 1 0 N N 

CB-QCA 5469 Escherichia coli 6 18 B B 

CB-QCA 5475 Escherichia coli 1 0 N N 

CB-QCA, Colección Bacteriana – Quito Católica; B, halo de inhibición superior a 5 mm, productor de 
betalactamasas de espectro extendido (BLEE); N, halo de inhibición menor a 5 mm, no productor de 
BLEE. 
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Se evaluaron un total de 11 antibióticos para cada uno de los aislados en donde 

ciertos aislados presentaron resistencia hasta 8/11 (72,7%) siendo 2/11 (18,2%) la 

cantidad más baja de resistencia a antibiótica, en la Figura 5 se detalla las cantidades 

de perfiles de resistencia por aislado. 

 

Figura 5 Perfiles de resistencia antibiótica totales por cada aislado. 
 

El antibiótico con mayor cantidad de perfiles de resistencia los resultados fue 

meropenem mientras que meropenem fue el antibiótico más eficaz y con menos 

cantidad perfiles de resistencia (1/30) (Figura 6). 

 

Figura 6 Perfiles de resistencia por antibiótico COL, colistina; CIP, ciprofloxacina; 
AM, amikacina; GM, gentamicina; AN, Ampicilina; CAZ, ceftazidima; CRO, ceftriaxona; 
CTX, cefotaxima; ETP, ertapenem; IPM, imipenem; MEM, meropenem. 
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DE los 30 aislados en estudio, 4/30 (13,3%) aislados presentan resistencia 

fenotípica combinada a las 3 clases de antibióticos (cefalosporina, carbapenémicos y 

colistina), todos correspondientes a bacterias de la especie P. mirabilis. Solo 9/30 

(30%) aislados son resistentes a carbapenémicos y a colistina en simultáneo y no son 

productores de BLEE. En la determinación de resistencia simultánea de forma 

genotípica, se llegó a identificar genes relacionados con la producción de BLEE (Tabla 

7). 

 

Tabla 7. Aislados que presentan resistencia fenotípica simultánea y presencia 
de genes. 

Código PUCE 
Identificación 

MALDITOF 

Interpretación de 
resistencia a antibióticos 

BLEE Detección de genes 

MEM  ETP IMP COL  

m
c

r-1
 

m
c

r-2
 

m
c

r-3
 

m
c

r-4
 

m
c

r-5
 

b
la

C
T

X  

b
la

S
H

V  

b
la

T
E

M
 

CB-QCA 5134 Proteus mirabilis S S I R Si A A A A A P P A 

CB-QCA 5141 Proteus mirabilis S S I R Si A A A A A P A P 

CB-QCA 5150 
Enterococcus 
faecalis 

S R S R No A A A A A A A A 

CB-QCA 5152 Proteus mirabilis S S I R No A A A A A A A A 

CB-QCA 5157 Proteus mirabilis S S I R No A A A A A A A A 

CB-QCA 5162 Proteus mirabilis S S I R Si A A A A A P P P 

CB-QCA 5197 Proteus mirabilis S S I R Si A A A A A P P P 

CB-QCA 5203 Proteus mirabilis S S I R No A A A A A A A A 

CB-QCA 5214 Proteus mirabilis S S I R No A A A A A A A A 

CB-QCA 5304 Escherichia coli R R I R No A A A A A A A P 

CB-QCA 5376 Proteus mirabilis S S I R No A A A A A A A A 

CB-QCA 5381 Proteus mirabilis S S I R No A A A A A A A A 

CB-QCA 5475 Escherichia coli S S I R No A A A A A A A A 

R, carácter resistente; I, carácter intermedio; “S“, carácter sensible; “Si”, producción de betalactamasas de 
espectro extendido; No, no productor de BLEE; A, gen ausente; P, presencia del gen; COL, colistina; MEM, 
meropenem; ETP, ertapenem; IMP, imipenem. 

 

5.3 DETECCIÓN FENOTIPICA DE LA RESISTENCIA A COLISTINA  

 

Del total de aislados, 21/30 (70%) presentaron resistencia fenotípica a colistina, 

los puntos de corte e interpretación de la concentración mínima inhibitoria (CIM) fueron 
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tomados del CLSI (2022), evaluando concentraciones de 1, 2 y 4 μg/ml, observando 

crecimiento en cada una de las concentraciones (Figura 7). 

 

 

Figura 7 Imágenes referenciales sobre la prueba de sensibilidad a colistina por 
elución en medio CAMBH. Tubos control presentan turbidez indicando crecimiento 
del aislado en medio CAMBH, tubos sin turbidez indican sensibilidad a COL. A, prueba 
de sensibilidad aislado CB-QCA 5044; tubo control (+), tubos 1, 2 y 3 sensibles a COL 
(-). B, prueba de sensibilidad aislado CB-QCA 5197; tubo control (+), tubos 1, 2 y 3 
con turbidez (+) resistentes a COL por cada concentración antibiótica.  

 

De los 11 aislados identificados como E. coli, solo 2/11 (18,2%) presentaron 

resistencia fenotípica a colistina, mientras que de los 18 aislados identificados como 

P. mirabilis, 18/18 (100%) de los aislados fueron resistentes, finalmente el único 

aislado identificado como E. faecalis, es resistente a colistina (Tabla 8). 
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Tabla 8 Resultados de la prueba de elusión en disco CAMBH. 

Código PUCE 
Tubo control  

(0 μg/ml) 
Tubo 1 

 (1 μg/ml) 
Tubo 2  

(2 μg /ml) 
Tubo 4  

(4 μg /ml) 
Interpretación  

CB-QCA 5044 P N N N S 

CB-QCA 5047 P N N N S 

CB-QCA 5052 P N N N S 

CB-QCA 5054 P N N N S 

CB-QCA 5062 P N N N S 

CB-QCA 5063 P N N N S 

CB-QCA 5067 P N N N S 

CB-QCA 5134 P P P P R 

CB-QCA 5141 P P P P R 

CB-QCA 5150 P P P P R 

CB-QCA 5152 P P P P R 

CB-QCA 5157 P P P P R 

CB-QCA 5162 P P P P R 

CB-QCA 5163 P P P P R 

CB-QCA 5179 P N N N R 

CB-QCA 5183 P N N N S 

CB-QCA 5196 P P P P R 

CB-QCA 5197 P P P P R 

CB-QCA 5201 P P P P R 

CB-QCA 5203 P P P P R 

CB-QCA 5208 P P P P R 

CB-QCA 5214 P P P P R 

CB-QCA 5215 P P P P R 

CB-QCA 5271 P P P P R 

CB-QCA 5304 P P P P R 

CB-QCA 5350 P P P P R 

CB-QCA 5376 P P P P R 

CB-QCA 5381 P P P P R 

CB-QCA 5469 P N N N S 

CB-QCA 5475 P P P P R 

CB-QCA 109B* P P P P R 

 

CB-QCA, Colección Bacteriana – Quito Católica; CB-QCA 109B*, aislado control positivo resistente a 
colistina; P, crecimiento positivo; N, crecimiento negativo; R, carácter resistente; S, carácter sensible. 

 

5.4 DETECCIÓN MOLECULAR DE PRESENCIA DE GENES IMPLICADOS 

EN LA RESISTENCIA A BETALACTAMASAS Y COLISTINA 

 

La visualización de genes estuvo constituida por dos grupos; el primer grupo 

constituido por genes codificantes de betalactamasas (blaCTX-M, blaTEM, blaSHV) en 

donde el gen blaCTX-M se observó en 14/30 (46,7%) de los aislados, blaTEM en 9/30 
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(30%) de aislados y blaSHV en 8/30 (26,7%) del total de aislados. El segundo grupo 

constituido por genes MCR de la familia fosfoetanolamina transferasa (mcr-1, mcr-2, 

mcr-3, mcr-4, mcr-5) (Tabla 9) en donde no se logró observar la presencia de genes 

mediante ninguno de los programas de amplificación descritos en la Tabla 3. El 

resumen de presencia de genes de los 30 aislados se describe en la Tabla 8 y Anexo 

5. 

 

Los tamaños de los amplicones observados fueron; de 585 pares de bases (pb) 

para el gen blaCTX-M 858 pb, el gen blaTEM, con 862 pb, el gen blaSHV con 320 de pb y 

el gen mcr-1 con 320 pb (Figura 8).  

 

 

Figura 8. Gel de agarosa representativo para genes BLEE y mcr con productos 
amplificados mediante PCR. Carriles 1 y 14, 1: (M) marcador de peso molecular (100 
pb); 2, control negativo; 3, 4 y 5 positivo para blaCTX-M; 6 y 7, positivos para blaTEM; 8, 
negativo para blaTEM; 9, positivo para blaSHV; 10 y 11, negativos para blaTEM; 12, control 
positivo mcr-1; 13, control negativo mcr-1. 
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Tabla 9. Resumen de detección de genes amplificados 

Código PUCE 
Identificación 
MALDI-TOF 

Alelos gen mcr Genes BLEE 

mcr-1 mcr-2 mcr-3 mcr-4 mcr-5 blaCTXm blaSHV blaTEM 

CB-QCA 5044 Escherichia coli A A A A A P P A 

CB-QCA 5047 Escherichia coli A A A A A A P P 

CB-QCA 5052 Escherichia coli A A A A A P P P 

CB-QCA 5054 Escherichia coli A A A A A P A A 

CB-QCA 5062 Escherichia coli A A A A A P P A 

CB-QCA 5063 Escherichia coli A A A A A P P A 

CB-QCA 5067 Escherichia coli A A A A A P A A 

CB-QCA 5134 Proteus mirabilis A A A A A P P A 

CB-QCA 5141 Proteus mirabilis A A A A A P A P 

CB-QCA 5150 Enterococcus faecalis A A A A A A A A 

CB-QCA 5152 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5157 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5162 Proteus mirabilis A A A A A P P P 

CB-QCA 5163 Proteus mirabilis A A A A A P A P 

CB-QCA 5179 Proteus mirabilis A A A A A P A P 

CB-QCA 5183 Escherichia coli A A A A A P A P 

CB-QCA 5196 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5197 Proteus mirabilis A A A A A P P P 

CB-QCA 5201 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5203 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5208 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5214 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5215 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5271 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5304 Escherichia coli A A A A A A A P 

CB-QCA 5350 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5376 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5381 Proteus mirabilis A A A A A A A A 

CB-QCA 5469 Escherichia coli A A A A A P A A 

CB-QCA 5475 Escherichia coli  A A A A A A A A 

CB-QCA, Colección Bacteriana Quito-Católica; A, gen ausente; P, gen presente. 
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De los 30 aislados analizados, 14/30 (46,7%) refleja la presencia de bandas 

aproximadamente a 585 pb que indican la presencia del gen blaCTX-M (Figura 9).  

  

 

 
Figura 9. Gel representativo de la detección de genes blaCTX-M de los aislados 
obtenidos de granjas de la provincia de Imbabura.  
Carriles 1 y 14 (M), Marcador de peso molecular (100 pb); 2, Control positivo; 3, 
Control negativo; Carriles del 4-13, Muestras representativas analizadas en el estudio. 
 

En cuanto a los resultados obtenidos para la detección de genes de tipo mcr y 

sus variantes (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5) no se observó ninguna banda a 

excepción de la cepa control Figura 10. Tanto por el método de PCR estándar como 

PCR múltiplex, no se logró observar bandas que corroboren la amplificación de genes 

mcr. 
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Figura 10. Gel representativo de la detección de genes mcr-1 de los aislados. 
Carril M, escalera molecular; carril 1, control (-); carril 2, control (+) gen mcr-1; carriles 
3-13 ausencia de genes mcr-1. 

 

5.5 TIPIFICACIÓN MOLECULAR DE AISLADOS POR SECUENCIAS 

MULTILOCUS (MLST) 

 

En los 11 aislados identificados como E. coli, se identificaron un total de 7 

secuencias tipo (ST): ST90, ST101, ST624 ST655, ST1589, ST3596, ST3856. 

Adicionalmente, se realizó el análisis MLST para la cepa control de mcr-1 (CB-QCA 

109B) identificando la ST como ST655. De las 7 secuencias tipo, dos coincidieron en 

relación con los aislados CB-QCA 5047 y CB-QCA 5067, aislados obtenidos de 

distintas parroquias de la provincia de Imbabura (Anexo 1). Las 5 ST restantes 

coincidieron individualmente con cada uno de los aislados descritos en la Tabla 10. 

Finalmente existieron 4 secuencias que no coincidieron con los datos disponibles en 

PubMLST. 
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Tabla 10. Perfiles alélicos obtenidos para los genes conservados 
“housekeeping” de Escherichia coli y la ST asignada mediante MLST. 

Código PUCE 

Genes MLST para E. coli 

ST PubMLST 
Complejo 

Clonal 

adk fumC gyrB icd mdh purA recA 

CB-QCA 109-B* 122 11 125 12 96 8 2 655 N/D 

CB-QCA 5044 6 4 12 1171 20 8 7 S/D N/D 

CB-QCA 5047 6 4 12 16 7 5 6 1589 N/D 

CB-QCA 5052 6 4 33 16 1104 8 650 S/D N/D 

CB-QCA 5054 92 4 87 96 70 58 91 624 ST648 Cplx 

CB-QCA 5062 6 4 12 1171 20 8 7 S/D N/D 

CB-QCA 5063 6 4 12 1 20 8 7 90 ST23 Cplx 

CB-QCA 5067 6 4 12 16 7 5 6 1589 N/D 

CB-QCA 5183 6 31 834 28 384 1 671 S/D N/D 

CB-QCA 5304 10 7 5 8 8 2 2 3856 N/D 

CB-QCA 5469 43 41 15 18 11 7 6 101 ST101 Cplx 

CB-QCA 5475 10 11 4 8 298 8 2 3596 N/D 

CB-QCA, Colección Bacteriana - Quito Católica; Cplx, complejo clonal; S/D, sin definir; ST, Secuencia 
tipo; N/D, no definido; “*”, Aislado control positivo mcr-1. 
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6. DISCUSIÓN 

 

Este es el primer estudio realizado con aislados de origen avícola y porcino 

colectados en granjas ubicadas en parroquias de la provincia de Imbabura en el que 

se destaca un enfoque centrado en el análisis fenotípico y genotípico de la resistencia 

a múltiples fármacos. En mayor porcentaje la población de estudio perteneció a 

muestras tomadas a partir de cloacas de aves (70%) siendo Proteus mirabilis la 

especie con mayor prevalencia seguida de Escherichia coli y Enterococcus faecalis, 

el 30% restante corresponde a muestras obtenidas a partir de hisopado rectal en 

cerdos identificando dos aislados de E. coli y uno de P. mirabilis.  

 

La aparición de bacterias con perfiles de resistencia simultánea ha propiciado 

la ejecución de un amplio número de estudios a nivel global en enterobacterias. Varios 

de estos estudios se desarrollan en distintos ambientes, entre ellos las granjas 

destinadas a la crianza masiva de animales destinados a la producción de cárnicos y 

derivados para el consumo humano (Aklilu et al., 2022; Aklilu y Raman, 2020; 

Dandachi, Chabou, Daoud y Rolain, 2018; Founou, Founou y Essack, 2016; Muktan 

et al., 2020; Nagy, Székelyhidi, Lakatos y Kapcsándi, 2021; Uddin et al., 2022).  

 

La mayor parte de los aislados con perfiles de resistencia a imipenem 

pertenecen a la especie P. mirabilis, mientras que la resistencia a meropenem se 

confirmó en un solo aislado de E. coli el cual también presentó resistencia a ertapenem 

junto al único aislado Gram-positivo identificado como E. faecalis. Se reporta que 

durante la década de 1990 la resistencia a betalactámicos específicamente las CTG, 

en enterobacterias era entre el 10 y el 15%, no obstante, para los años 2013-2016 el 

porcentaje alcanzó valores de resistencia superiores al el 20% (Castanheira et al., 

2019). P. mirabilis es considerado como un patógeno oportunista capaz de causar 

importantes infecciones urinarias, sobre todo en pacientes inmunocomprometidos 

debido a su capacidad de colonizar distintos entornos como el tracto intestinal de 

humanos y animales (Drzewiecka, 2016). En un estudio realizado por Li y 

colaboradores (2022) en granjas de pollos de engorde, se reportó que la mayoría de 

aislados MDR de P. mirabilis eran resistentes de entre 9 y 12 de los antibióticos 

utilizados en el estudio representando el 76% del total de aislados analizados. 



34 
 

 

Además, se reportó la presencia de 24 genes que confieren resistencia a fármacos en 

los que se destaca la presencia de genes como; blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, blaOXA, 

promotores de resistencia a betalactámicos y blaKPC, blaNDM-1 como promotores de la 

resistencia a carbapenémicos. La evidencia de genes blaCTX-M, blaTEM, blaSHV en los 

aislados identificados como P. mirabilis se correlaciona con la alta tasa de resistencia 

fenotípica (hasta 8/11 antibióticos) considerando a 5/18 (27,8%) como MDR.  

 

Estos parámetros nos permiten reafirmar el amplio espectro de resistencia de 

P. mirabilis corroborados con la literatura tanto a nivel fenotípico como molecular. Se 

destaca una menor resistencia a antibióticos CTG para P. mirabilis y un alto porcentaje 

de resistencia ciprofloxacina al igual que en E. coli. Según lo reportado por el Sistema 

Mundial de Vigilancia de la Resistencia y el uso a los Antimicrobianos (GLASS) la tasa 

de resistencia a ciprofloxacina en E. coli varió del 8,4% al 92,9% en 33 países 

demostrando así su ineficacia en el tratamiento de pacientes con infecciones urinarias 

(GLASS, 2020).  

 

En mayor porcentaje, los aislados de P. mirabilis presentaban sensibilidad a los 

antibióticos más comunes. Sin embargo, estudios recientes han reportado un mayor 

porcentaje de presencia de genes capaces de conferir resistencia a distintas clases 

de antibióticos (Mirzaei, Nasr, Raz, Ghanadian, y Moghim, 2021).  Adicionalmente se 

ha reportado un incremento en la producción de distintas clases de BLEE en P. 

mirabilis indicando mayor preocupación en cuanto a la MDR (Chen, Lai, Wu y Wu, 

2017). El fenotipo salvaje de P. mirabilis es susceptible a todos los betalactámicos 

debido a que no es capaz de codificar cromosómicamente ninguna enzima tipo 

betalactamasa por lo que la forma más común de adquirir resistencia es mediante la 

transferencia horizontal de genes (Girlich, Bonnin, Dortet y Naas, 2020). Los 

resultados fenotípicos en este estudio destacan un total de 5/18 (27,8%) aislados de 

P. mirabilis como productores de BLEE. No obstante, en los resultados genotípicos 

(PCR) se evidenció que 6/18 (33,3%) de los aislados eran portadores de genes 

betalactámicos, siendo blaCTX-M el gen con mayor prevalencia. La comparación de 

resultados (fenotípicos y genotípicos) permite observar las discrepancias que existen 

entre ambas metodologías a la hora de determinar a un aislado como productor de 

BLEE o carbapenemasas. De modo que la presencia de uno o más genes en un 
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aislado, no necesariamente concuerdan con los resultados a nivel fenotípico (Aklilu et 

al., 2022).  

 

El único aislado no identificado como BLEE de forma fenotípica, pero que 

presentó genes betalactámicos (blaCTX-M y blaTEM), curiosamente fue también el único 

aislado Gram-negativo con resistencia a ampicilina. La resistencia a ampicilina en P. 

mirabilis está asociada a la adquisición de piezas genéticas externas como plásmidos 

y/o transposones conjugativos. Regularmente las enzimas plasmídicas más 

frecuentes en enterobacterias son TEM-1, TEM-2, SHV-1 y OXA-1. La presencia de 

estas enzimas permite hidrolizar fármacos como la ampicilina dependiendo de su nivel 

de expresión (producción a bajo nivel o hiperproducción) (Noguchi et al., 2019; Aliaga, 

2001). 

 

En tanto, los resultados relacionados con la resistencia a colistina en de P. 

mirabilis 18/18 (100%) de los aislados presentaron resistencia intrínseca al fármaco a 

nivel fenotípico. Por otra parte, los análisis genotípicos realizados mediante 

amplificación de genes por PCR, no se destacó la presencia de genes mcr y sus 

variantes. Dado que P. mirabilis presenta resistencia intrínseca a colistina, se 

esperaría total ausencia de genes que confieran resistencia. Sin embargo, la 

resistencia intrínseca, no limita a que la bacteria pueda ser portadora de genes de 

resistencia mcr y que estos puedan ser transferidos de forma horizontal a otros 

organismos como E. coli. Esta característica de transmisibilidad hace que la bacteria 

se vuelva un trasmisor invisible para patógenos que presentan sensibilidad a colistina. 

En el estudio de Hmede y Kassem (2019), se reportó la presencia del gen mcr-1 en 

un aislado de P. mirabilis transmitido por plásmidos en un niño libanés de 2 años 

(Zurfuh et al., 2016). Este resultado clave para comprender que pese a ser 

intrínsicamente resistente a colistina, P. mirabilis también puede ser portador y 

reservorio de genes asociado a la resistencia a colistina.   

 

Los índices porcentuales de resistencia antibiótica en el género Proteus son 

cada vez más altos y considerando que la producción de BLEE va en aumento, se 

estima que con el tiempo la MDR en este género ascienda a una escala cada vez 

mayor (Endimiani et al., 2005; Girlich et al., 2020; Huang et al., 2015). En Ecuador los 
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reportes sobre producción de BLEE en P. mirabilis generalmente se asocian a 

estudios en entornos hospitalarios (Sabando, 2016). Es necesario incluir a P. mirabilis 

en estudios de caracterización fenotípica y genotípica en cuanto a la resistencia a 

colistina y especialmente cuando este factor está asociado a resistencia en otra clase 

de antibióticos como betalactámicos y carbapenémicos. 

 

Los 11 aislados identificados como E. coli presentaron sensibilidad a ampicilina, 

siendo el antibiótico con mayor eficacia contra 28/30 (93,3%) de los aislados. E. coli 

es portador intrínseco del gen blaAmpC cromosómico el cual se encuentra expresado 

en niveles relativamente débiles debido a la presencia de un promotor atenuante. Bajo 

estas condiciones se impide la resistencia a betalactámicos, no obstante, la expresión 

del gen blaAmpC puede verse incrementada debido a mutaciones en la región 

estructural, promotora o en el atenuador además de la inserción de elementos 

móviles, promoviendo una hiperproducción de blaAmpC. Esta hiperproducción da paso 

a genes que confieren resistencia a betalactámicos como aminopenicilinas 

cefalosporinas o inhibidores de betalactamasas (Jaurin, Grundström y Normark, 1982; 

Tracz et al., 2005; Yu, Bing y Zhenhua, 2009).  

 

Los patrones de resistencia a CTG en E coli, presentan distintos perfiles de 

resistencia y solamente 2/11 (18,2%) son sensibles a las tres variantes antibióticas de 

CTG (ceftriaxona, cefotaxima y ceftazidima). Los perfiles de sensibilidad antibiótica 

coinciden con los aislados identificados como productores de BLEE (9/11). En 

particular, cabe destacar que la resistencia a CTG en E. coli, generalmente está 

asociada a la codificación de genes blaSHV, blaTEM y blaCTX-M (Adator et al., 2020). De 

este modo, también se encontró que los aislados presentaron genes betalactámicos 

en 10/11 (90,9%) existiendo una alta correlación entre la detección de producción de 

BLEE de forma fenotípica y genotípica. De los aislados identificados como no 

productores de BLEE fenotípicamente (2/11), uno presentó el gen blaTEM, por lo tanto, 

se asume las discrepancias al comparar los resultados fenotípicos y genotípicos en 

cuanto a la producción de BLEE (Aklilu, Harun y Singh, 2022).  

 

La presencia de genes que confieren resistencia a betalactámicos en E. coli, 

han sido ampliamente estudiados a lo largo del tiempo, siendo así que las enzimas 
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betalactámicas más estudiadas son las de tipo CTX-M debido a su prevalencia entre 

las bacterias de todo el mundo. Hasta 2018 se reportaron 180 variantes alélicas 

organizadas en 5 grupos por sus porcentajes de similitud de secuencias (Ghiglione et 

al., 2018). Bastidas-Caldes y colaboradores (2022b) realizaron una revisión 

sistemática sobre producción de BLEE en E. coli incluyendo un total de 130 artículos. 

De estos estudios, 65 (50%) fueron realizados en Brasil y el 50% restante fue cubierto 

por Argentina y Ecuador con un 11,5% cada uno, siendo Ecuador el segundo país con 

mayor aporte de estudios sobre BLEE en la región. En el mismo estudio se reportó 

que las enzimas de tipo CTX-M son las más prevalentes con un 89,4% por sobre las 

demás enzimas betalactámicas.  

 

En Ecuador se reporta que la tasa de resistencia a ertapenem es relativamente 

baja debido a que los carbapenémicos se utilizan ocasionalmente en medicina 

veterinaria. Además, se excluye su uso en la industria avícola lo que indica una baja 

presión selectiva y por ende una baja tasa de prevalencia de aislados resistentes 

(Köck et al., 2018). Los datos indicados coinciden con la baja tasa de resistencia a 

carbapenémicos detectada en este estudio, pues solamente uno de los aislados de E. 

coli presentó un perfil de resistencia a ertapenem y meropenem. En el estudio 

realizado por Vinueza-Burgos, Ortega-Paredes, Narváez, De Zutter y Zurita (2019), se 

detectó un único aislado (1/176) con resistencia a ertapenem, de este modo los datos 

se correlacionan con el único aislado detectado como resistente.  

 

La resistencia a colistina en E. coli actualmente se centra en el estudio de genes 

transmitidos a través de plásmidos. Varios de estos, se enfocan en la detección y 

reporte de genes tipo mcr junto con sus variantes alélicas. En ecuador regularmente 

los reportes relacionados a resistencia a colistina, incluye la presencia de genes mcr-

1 (Calero-Cáceres et al., 2022; Montero, Irazabal, Cardenas, Graham y Trueba, 2021; 

Ortega-Paredes et al., 2020; Vinueza-Burgos et al., 2019). No obstante, también se 

ha reportado varios mecanismos moleculares en géneros como Salmonella, 

Enterobacter, Escherichia y Klebsiella (Poirel et al., 2017; Olaitan, Morand y Rolain, 

2014). A pesar de que no se tiene claro cómo funcionan todos estos mecanismos, se 

conoce que el más común es el de la alteración del LPS por regulación catiónica, 

similar al mecanismo de resistencia que ocurre en especies intrínsecas (Poirel et al., 
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2017). Los dos aislados de E coli reportados en el presente estudio como resistentes 

a colistina fenotípicamente, no presentaron genes de resistencia mcr (mcr-1, mcr-2, 

mcr-3, mcr4 y mcr-5) y se descarta hasta el momento su presencia. Considerando 

que, la resistencia a polimixinas en E. coli se ha reportado también a nivel 

cromosómico y descartando la presencia de genes tipo mcr, se podría considerar a 

nuestros aislados como “resistentes cromosómicos”. No obstante, es importante 

realizar estudios más profundos para poder confirmar dicho mecanismo. Este 

mecanismo de resistencia asociado a nivel cromosómico en E. coli implica un alto 

nivel de preocupación considerando que la resistencia a colistina no solo depende de 

la transmisión horizontal de plásmidos y genes. La resistencia a colistina asociada a 

cromosomas implica la generación y proliferación de colonias bacterianas producidas 

a través de fisión binaria. Pese a que este tipo de resistencia a colistina es poco común 

en relación con la resistencia plasmídica es importante considerar e implementar 

estudios que se enfoquen en estudiar genes que actúan a nivel de la membrana 

externa especialmente en aislados de E. coli como lo recomienda Poirel y 

colaboradores (2017).  

 

Mediante MLST se pudo constatar que la secuencia tipo (ST) reportada como 

ST3856 forma parte de una amplia investigación epidemiológica en Vietnam. La ST 

generalmente está asociadas a la diseminación de plásmidos portadores del gen mcr-

1 en aislados obtenidos de animales de granjas, trabajadores y carnes destinadas al 

consumo humano (Nguyen et al., 2022). Otro reporte realizado en China destaca una 

alta prevalencia de cepas E. coli resistentes a colistina, hallándose un aislado positivo 

para mcr-1 (Cheng et al., 2021). Otro estudio realizado en Omaha, Estados Unidos, 

se centra en el estudio sobre enzimas de tipo CTX-M en aislados obtenidos a partir 

de muestras de orina (Geyer, 2016). De este modo se puede evidenciar una alta 

diseminación de cepas portadoras y no portadoras de genes de tipo mcr-1. 

 

El aislado identificado como ST1589 se caracteriza por presentar una amplia 

diseminación y se reporta su presencia en países como República Checa (Kubelová 

et al., 2021; Gelbíčová et al., 2019) y China (Cheng et al., 2021). ST1589 ha sido 

reportada como resistente a colistina mediada por el gen mcr-1. Los aislados 

generalmente se obtiene de muestras fecales y productos cárnicos destinados para el 
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consumo humano provenientes de animales porcinos y aves.  Esta ST muestra una 

alta prevalencia de resistencia a colistina comprobada mediante análisis de genoma 

completo (WSG), amplificación mediante PCR y secuenciación Sanger. Además, 

según la base de datos Enterobase, también existen reportes de ST1589 en aislados 

de E. coli obtenida a través de muestras de ganado en granjas de Brasil, 

https://enterobase.warwick.ac.uk/warwick_mlst_legacy. En cuanto a la ST624, 

Castellanos y colaboradores (2017), reportaron la secuencia tipo en productos de la 

cadena avícola colombiana detectando genes tipo BLEE/AmpC. A nivel global existe 

una alta prevalencia de la ST mayormente reportada en aislados de origen avícola y 

con cepas resistentes a antibióticos (Foster-Nyarko et al., 2021). En Países Bajos se 

registran aislados resistentes a colistina con presencia de genes mcr-1.1 en 33/34 

(97.1%) aislados, siendo ST624 la secuencia más común (Jamin et al., 2021). Por otro 

lado, la ST90 se ha reportado en 1/31 (3,2%) estudios realizados a nivel regional en 

América del Sur en una revisión sistemática realizada por Bastidas-Caldes (2022b). 

En el mismo estudio se reporta la producción de CTX-M-15 en dos aislados con MDR 

tomados a partir de muestras de ganado bovino en una granja comercial de Brasil. 

Ambos aislados identificados como ST90 eran portadores de genes resistentes a 

aminoglucósidos, betalactámicos, macrólidos, entre otras clases de antibióticos. Los 

datos coinciden con varios reportes que indican la amplia diseminación de aislados 

identificados con esta ST en donde generalmente existen la presencia de genes que 

inducen a la producción de betalactamasas y carbapenemasas (Markovska et al., 

2022; Taggar, Attiq Rheman, Boerlin y Diarra, 2020). Finalmente existe un amplio 

número de reportes sobre ST101, relacionados mayormente a estudios de muestras 

tomadas a partir de aves de corral, carnes y productos avícolas como huevos. Países 

europeos como; Italia, Francia, Países Bajos, España, etc. destacan la presencia de 

genes de tipo mcr-1 en simultáneo con genes betalactámicos (Anyanwu et al., 2021; 

El Garch, de Jong, Bertrand, Hocquet y Sauget, 2018). Adicionalmente, se registra la 

relación existente entre la ST101 de E. coli con la presencia de genes mcr en cuatro 

de los seis continentes (Asia, América, Europa y Oceanía), siendo Brasil el primer país 

americano en reportar dicha relación (Dadashi et al., 2022). 

 

La tipificación de secuencias permitió describir cuatro ST que aún no han sido 

registradas en la base de datos de PubMLST (Tabla 10) por lo que el trabajo requiere 

https://enterobase.warwick.ac.uk/warwick_mlst_legacy
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de continuidad para realizar un nuevo secuenciamiento y un análisis con más 

profundidad. Además de lo ya mencionado, el análisis de los aislados de E. coli 

resistente a colistina requiere de una metodología con mayor profundidad para 

confirmar el tipo de resistencia (cromosómica o plasmídica). Se recomienda el análisis 

WSG (por sus siglas en inglés, Whole Genome Sequencing) ya que en varios de los 

estudios consultados consideran como una técnica de mayor confiabilidad alineada a 

metodologías de última generación.  

 

Como se puede evidenciar en este estudio, el perfil de resistencia de varios de 

los aislados es relativamente alto llegándose a considerar a varios de ellos como MDR. 

Los aislados de P. mirabilis cuentan con resistencia intrínseca a varios antibióticos, 

sin embargo, no se descarta la posibilidad de ser portadores de genes transmisibles 

asociados a transferencia horizontal. Es importante incluir a P. miabilis dentro de los 

estudios epidemiológicos locales debido a que las investigaciones en contexto, no se 

basan en aislados de P. mirabilis obtenidos a partir de muestras tomadas de animales 

de granja.  Además, es necesario mantener el control de la prescripción antibiótica 

para uso en animales, especialmente en animales destinados al consumo humano. 

 

Si bien la tasa de prescripción antibiótica en el sector veterinario dentro del país 

es relativamente baja, es importante mantener un estándar de baja prescripción 

antibiótica, concientizando al personal asociado a la salud animal y a personas 

vinculadas al cuidado, mantenimiento y administración de establecimientos de crianza 

animal (comerciales o domésticos). Concientizar, sobre todo, acerca de la relevancia 

que tiene la resistencia a antibióticos y como esta se correlaciona con nuestra calidad 

de vida y el entorno donde vivimos.  
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7. CONCLUSIONES 

 

1. Se concluye que dentro de la población estudiada existen distintos 

perfiles de resistencia a nivel fenotípico y genotípico, destacando principalmente la 

resistencia intrínseca a colistina y la presencia de genes relacionados con la 

producción de BLEE en aislados identificados como P. mirabilis.  

 

2. A modo de conclusión, podemos afirmar que la identificación de aislados 

mediante pruebas bioquímicas es una técnica rápida que ayuda a identificar aislados 

con un buen porcentaje de confiabilidad. No obstante, distintos factores, entre ellos 

las modificaciones genotípicas, puede alterar la fiabilidad de los resultados 

identificativos por lo que es necesaria la implementación de técnicas eficaces rápidas 

y de alta precisión como MALDI-TOF, esto con el fin de evitar errores en la 

identificación.  

 

3. En resumen, los resultados indican que la mayoría de aislados de E. coli 

reportados como productores de BLEE son sensibles a colistina, mientras que los 

aislados no productores de BLEE son resistentes al antibiótico. Además, la presencia 

de aislados resistentes a tres o más familias de antibióticos indica la presencia de 

aislados MDR. Estos hallazgos resaltan la importancia de la vigilancia constante de 

los patrones de resistencia a los antibióticos en los aislados de E. coli. 

 

4. Se concluye que, los aislados de P. mirabilis indican un perfil MDR y son 

altamente resistentes a una variedad de antibióticos incluida la colistina, lo que sugiere 

una alarmante tendencia hacia la resistencia a antibióticos. Además, estos aislados 

son portadores de genes tipo BLEE, lo que amplía, aún más, la necesidad de 

implementar estudios con mayor profundidad en la especie y mucho más aún cuando 

los aislados provienen de muestras de animales destinados al consumo humano. 

 

5. Se descarta la presencia de genes tipo mcr en todos los aislados y se 

asocia la resistencia a colistina en P. mirabilis como resistencia intrínseca, en E. 

faecalis y E. coli por posibles mutaciones en sus propios genes (resistencia de 

naturaleza cromosómica). No obstante, para confirmar o descartar lo mencionado, es 
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necesario implementar estudios posteriores enfocados en estos mecanismos de 

resistencia. 

 

6. Después de analizar la correlación entre resistencia a colistina y la 

producción de enzimas de tipo betalactamasas y carbapenemasas, se concluye que 

los aislados estudiados presentan distintos tipos de resistencia asociados, entre los 

cuales están la resistencia natural o intrínseca, la resistencia adquirida a través 

plásmidos y la resistencia por naturaleza cromosómica. Estos hallazgos destacan la 

necesidad de seguir monitoreando la evolución de la resistencia bacteriana y aplicar 

medidas de control adecuadas para prevenir la diseminación de cepas resistentes. 

 

7. El análisis MLST realizado en este estudio resultó ser una herramienta 

útil para caracterizar la diversidad genética y la distribución geográfica de cepas 

resistentes a nivel regional y global. Estos resultados podrían proporcionar 

información valiosa para comprender la distribución de cepas resistentes en la región 

y ayudar a diseñar estrategias más efectivas para combatirlas. 
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9. ANEXOS 

 

Anexo 1 Puntos de recolección de muestras ubicados mediante datos de 
coordenadas geográficas en la provincia de Imbabura. Tumbabiro (n=5); Salinas 
(n=9); Sagrario (n=4); San Roque (n=2); La Victoria (n=2); Lita (n=1); Juan Montalvo 
(n=2); Caranqui (n=1); S/D (n=4). 
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Anexo 2 Conformación estructural adaptado para colistina.  
Figura obtenida de:  Poirel, Jayol y Nordmann, 2017) 
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Anexo 3 Representación esquemática sobre el mecanismo metabólico de la 
resistencia a la colistina mediada por MCR-2 en relación con la modificación 
del lipopolisacárido. Figura obtenida de (Sun et al., 2017). 
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Anexo 4 Genes reguladores implicados en la regulación del lipopolisacárido relacionado con la resistencia a polimixinas 
en enterobacterias. Figura recuperada de: (Olaitan et al., 2014). 
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Anexo 5 Resumen general de los resultados obtenidos en el estudio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CB-QCA, Colección Bacteriana Quito Católica; Meropenem (MEM); Ciprofloxacina (CIP); Amikacina (AM); Ertapenem (ETP); Imipenem (IPM); Ceftriaxona (CRO); Gentamicina (GM); Ceftazidima 

(CAZ); Ampicilina (AN); Cefotaxima (CTX); BLEE, betalactamasas de espectro extendido; R, resistente; S, sensible; ST, secuencia tipo; S/D, sin definir; a, ausente 

CEPAS ANTIBIÓTICOS (R o I) GENES PRESENTES 
PRODUCTOR DE BLEE 
FENOTIPICAMENTE 

RESISTENTE A COLISTINA POR 
ELUCIÓN EN CALDO 

SECUENCIA 
TIPO 

CB-QCA 5044 CIP, AM, CRO, CAZ blaCTXM, blaSHV BLEE S S/D 
CB-QCA 5047 CIP, AM, CAZ, CTX blaSHV, blaTEM BLEE S ST1589 
CB-QCA 5052 CIP, AM, CRO, CTX blaCTXM, blaSHV, blaTEM BLEE S S/D 
CB-QCA 5054 CIP, AM, CRO, CTX blaCTXM BLEE S ST624 
CB-QCA 5062 CIP, AM, CRO, CAZ, CTX blaCTXM, blaSHV BLEE S S/D 
CB-QCA 5063 CIP, AM, CRO, CAZ, CTX blaCTXM, blaSHV BLEE S ST90 
CB-QCA 5067 CIP, AM, CRO, CTX blaCTXM BLEE S ST1589 
CB-QCA 5134 CIP, AM, IPM, CRO, GM, CTX, COL blaCTXM, blaSHV BLEE R a 

CB-QCA 5141 CIP, AM, IPM, CRO, GM, CTX, COL blaCTXM, blaTEM BLEE R a 

CB-QCA 5150 CIP, ETP, CRO, CAZ, AN, COL a a R a 

CB-QCA 5152 CIP, IPM, COL a a R a 

CB-QCA 5157 CIP, IPM, COL a a R a 

CB-QCA 5162 CIP, AM, IPM, CRO, GM, CTX, COL blaCTXM blaSHV, blaTEM BLEE R a 

CB-QCA 5163 CIP, AM, CRO, GM, CTX, COL blaCTXM blaTEM BLEE R a 

CB-QCA 5179 CIP, IPM, AN blaCTXM blaTEM a S a 

CB-QCA 5183 CIP, AM, CRO, CAZ, CTX blaCTXM blaTEM BLEE S S/D 
CB-QCA 5196 CIP, COL a a R a 

CB-QCA 5197 CIP, AM, IPM, CRO, GM, CAZ, CTX, COL blaCTXM blaSHV, blaTEM BLEE R a 

CB-QCA 5201 CIP, COL a a R a 

CB-QCA 5203 CIP, IPM, COL a a R a 

CB-QCA 5208 CIP, COL a a R a 

CB-QCA 5214 CIP, IPM, COL a a R a 

CB-QCA 5215 CIP, COL a a R a 

CB-QCA 5271 CIP, COL a a R a 

CB-QCA 5304 CIP, AM, ETP, MEM, COL blaTEM a R ST3856 
CB-QCA 5350 CIP, COL a a R a 

CB-QCA 5376 IPM, COL a a R a 

CB-QCA 5381 CIP, IPM, COL a a R a 

CB-QCA 5469 CIP, AM, CRO, GM, CTX blaCTXM BLEE S ST101 
CB-QCA 5475 IPM, COL a a R ST3596 
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