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RESUMEN 

 

La resistencia al colistín, mediada por mutaciones cromosómicas y por genes mcr 

transmitidos por plásmidos, se han informado cada vez más en aislamientos bacterianos 

tomados de humanos, animales de granjas, alimentos y medio ambiente. Esto ha generado 

preocupación sobre su posible transmisión horizontal entre bacterias patógenas en alimentos 

a humanos. Aunque se conoce una propagación mundial de bacterias resistentes al colistín, 

no se conoce el estado preciso de esta diseminación en nuestro país. Por lo tanto, este estudio 

tuvo como objetivo principal determinar la prevalencia del gen mcr y sus variantes en cepas 

de Escherichia coli resistentes al colistín de muestras fecales de pacientes con un cuadro 

presuntivo de gastroenteritis que asistieron a un centro de salud de tipo C de la ciudad de 

Quito por el método de PCR y secuenciación. Metodología: En este estudio, se examinaron 

150 muestras fecales en el periodo de enero a agosto del 2018, el análisis microbiológico de 

las colonias aisladas se realizó mediante pruebas bioquímicas. El perfil de susceptibilidad se 

determinó mediante microdilución en caldo con el equipo automático Sensititre, además se 

identificaron los genes mcr-1, mcr-2 mcr-3, mcr-4 y mcr-5 mediante PCR convencional y se 

determinó la coexistencia de estos con el gen CTX-M mediante PCR y secuenciación. 

Resultados: De 150 muestras analizadas, fueron detectados doce aislamientos positivos para 

Escherichia coli con el gen mcr-1, dando una prevalencia del 8%. Dos de estas muestras 

presentaban además el gen CTX-M 15. Los resultados de las pruebas de susceptibilidad 

mostraron que la mayoría de los aislamientos positivos para mcr-1 (83%) fueron resistentes 

al colistín con una CIM > 4 mg/l; sin embargo, se observó que el (16%) tuvo susceptibilidad 

al colistín con una CIM ≤ 0.25mg/l. Conclusión: Los resultados obtenidos en este estudio 

demuestran una clara presencia del gen mcr-1 en pacientes de la comunidad que asisten a 

este centro de salud. Además, se evidencia la importancia de la detección molecular del gen 
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mcr, debido a que la terapia con colistín podría fallar como tratamiento de última línea contra 

infecciones bacterianas resistentes a múltiples antibióticos. 

Palabras clave: mcr, Escherichia coli, colistín, plásmido, resistencia antibiótica, CTX-M. 
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ABSTRACT 

 

Colistin resistance, mediated by chromosomal mutations and plasmid-transmitted mcr 

genes, has been increasingly reported in bacterial isolates taken from humans, farm animals, 

food and the environment. This has raised concerns about its possible horizontal 

transmission between pathogenic bacteria in food to humans. Although a worldwide spread 

of colistin-resistant bacteria is known, the precise state of this spread in our country is 

unknown. Therefore, this study had as main objective to determine the prevalence of the mcr 

gene and its variants in colistin-resistant strains of Escherichia coli from patients with 

presumptive of gastroenteritis who attended a type C health center of the Quito city by the 

PCR and sequencing method. Methodology: In this study, 150 fecal samples were examined 

in the period from January to August 2018, the microbiological analysis of the isolated 

colonies was performed by biochemical tests. The susceptibility profile was determined by 

broth microdilution with the Sensititre automatic equipment, in addition the mcr-1, mcr-2 

mcr-3, mcr-4 and mcr-5 genes were identified by conventional PCR and their coexistence 

was determined with the CTX-M gene by PCR and sequencing. Results: Of 150 analyzed 

samples, twelve positive isolates for Escherichia coli with the mcr-1 gene were detected, 

giving a prevalence of 8%. Two of these samples also presented the CTX-M 15 gene. The 

results of susceptibility tests showed that most of the positive isolates for mcr-1 (83%) were 

resistant to colistin with an MIC> 4 mg / l; however, it was observed that (16%) had 

susceptibility to colistin with an MIC ≤ 0.25 mg / l. Conclusion: The results obtained in this 

study demonstrate a clear presence of the mcr-1 gene in patients in the community who 

attend this health center. In addition, the importance of the molecular detection of the mcr 

gene is evidenced, because colistin therapy could fail as a last-line treatment against bacterial 

infections resistant to multiple antibiotics. 
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CAPÍTULO I 

1.1 INTRODUCCIÓN 

La resistencia al colistín mediada por plásmidos ha llevado a la medicina a un estado de 

shock, ya que a medida que el control y manejo de infecciones causadas por bacterias 

portadoras del gen mcr se han vuelto más difíciles, las opciones terapéuticas para combatirlas 

se limitaron (Osei J., 2018). El colistín, conocido también como polimixina E es un 

antibiótico utilizado como última línea para combatir bacterias Gram negativas (Yi-Yun L. 

et al., 2016). Su uso en humanos surgió como último recurso contra infecciones bacterianas 

multirresistentes como P.aeruginosa, A. baumannii, y también Escherichia coli, 

Enterobacter spp, Klebsiella pneumoniae entre otras (Medina et al, 2017), aunque es 

importante destacar que desde su reintroducción a la clínica, sigue existiendo confusión 

sobre su eficacia terapéutica frente a infecciones por bacterias multirresistentes debido a las 

diferentes fórmulas químicas por parte de las farmacéuticas, a la información desactualizada 

del producto y a la gran incertidumbre sobre las pruebas de sensibilidad,  han llevado a un 

vacío en el conocimiento sobre la dosificación y  su uso eficaz (Tsuji B. et al, 2019); aunque 

este antibiótico presenta una resistencia innata contra todos los Gram positivos aerobios, 

debe considerarse que hay microorganismos naturalmente resistentes al colistín como 

Proteus spp, Serratia spp, Providencia spp, Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia 

spp (MacLaren G & Spelman D, 2018). La administración de este medicamento puede ser 

de varias formas como intravenosa, intramuscular y por vía parental (Bruno C, 2015). En la 

industria de alimentos, el colistín se ha utilizado ampliamente en animales con fines 

terapéuticos y profilácticos, en gran parte del mundo, este antibiótico se utiliza para tratar 

infecciones causadas por Enterobacteriaceae en cerdos, vacas, pollos, cabras y ovejas, 

además es utilizado en gran medida como promotor del crecimiento para mejorar la 
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eficiencia del alimento y aumentar el peso corporal de los animales (Vivanco M, 2016). 

Lastimosamente el uso indiscriminado de este antibiótico ha causado que la resistencia 

generada por animales sea transferida a humanos dejando sin una de las opciones 

terapéuticas posibles a los hospitales en caso de necesitarla (Fernandes et al, 2016). Por lo 

tanto por su alta nefro y neurotoxicidad en humanos, se restringió su uso a animales. En el 

Ecuador, el colistín es usado con mayor frecuencia en las unidades de cuidados intensivos 

en humanos, sin embargo desde febrero del 2019, Ecuador mediante AGROCALIDAD que 

es la agencia encargada del control y regulación para la protección y el mejoramiento de la 

sanidad animal, sanidad vegetal e inocuidad alimentaria, se sumó al Plan de Acción sobre la 

Resistencia a los Antimicrobianos con apoyo de la OPS/OMS para prohibir todo uso del 

colistín en animales con el fin de preservar el antimicrobiano como terapia únicamente en 

humanos (MSP Ecuador, 2019).  

El colistín obtuvo protagonismo a partir del hallazgo en China de una cepa de Escherichia 

coli SHP45 aislada de un cerdo la cual portaba el gen denominado mcr-1, que  poseía un 

plásmido que confiere resistencia al colistín, de este gen se derivan variantes descubiertas 

en otras partes del mundo tanto en humanos como animales como mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-

5, mcr-6, mcr-7 mcr-8  y mcr-9 (Liu Y. et al, 2016). El colistín tiene una estructura química 

conformada por un anillo peptídico policatiónico el cual posee hasta diez aminoácidos, este 

contiene un lazo en forma cíclica donde siete aminoácidos entre el grupo carboxilo de 

treonina del carbono terminal 10 y el grupo amino del ácido diaminobutírico de la cadena 

lateral en la posición 4; este lazo mediante una cadena de tres aminoácidos se une al ácido 

graso terminal (Tran T. et al, 2016). Esta estructura tiene como característica ser anfipática 

ya que posee una carga positiva sobre los residuos del ácido aminobutírico y el extremo 

terminal del ácido graso. Esta característica aporta la capacidad de ser soluble en la sangre y 

ataca las membranas de las células eucariotas y procariotas (Aguayo A. et al, 2016). El sitio 
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diana de acción del colistín es el lípido A del lipopolisacárido de las bacterias generando un 

efecto bactericida. Los genes de resistencia al colistín están mediados por plásmidos; mcr 

pertenece a la familia de enzimas fosfatoetanolamina transferasa la cual cataliza la adición 

entre esta enzima al péptido A, generando una afinidad débil entre el colistín y el 

lipopolisacárido. La proporción mundial de aislados de mcr es menor en origen humano que 

animal, lo que sugiere que este mecanismo de resistencia fue originado en animales y 

extendido por transferencia horizontal a humanos.  (Zhang et al. J., 2018) (Wang X. et al, 

2018). 

El gen mcr-1 tiene una frecuencia alta en Enterobacterias  ̧produciendo una resistencia al 

colistín con valores de una concentración mínima inhibitoria (CIM) que varían entre 4 a 16 

mg/dl (Terveer et al, 2017). A nivel mundial se ha reportado en animales una prevalencia 

muy variada que oscila entre 0,02% al 20,6% en ganado, 1,5% a 19% en carne de venta y 

0,08% a 2% en pacientes hospitalizados (Terveer et al, 2017), esta distribución sugiere que 

los animales son un reservorio óptimo para la transferencia de plásmidos a seres humanos 

(Baquero et al., 2013). Además estudios demuestran que puede existir correlación entre 

aislamientos positivos para β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), como CTX-M con 

la coexistencia del gen mcr-1 en un mismo clon bacteriano, los cuales son capaces de 

expresar y transferir mcr y BLEE, por lo que la expansión de estos genes puede ser 

subestimada (Falgenhauer et al, 2016). Hasta la actualidad se ha reportado mcr-1, mcr-3, 

mcr-4, mcr-5  mcr-8 y mcr-9 en humanos y mcr-2, mcr-6 y mcr-7 únicamente en animales 

(Wang X. et al, 2018) (Rebelo et al., 2018).  

Los estudios sobre portadores del gen mcr-1 en heces de humanos en centros de salud son 

muy limitados, hasta el momento países asiáticos cuentan con la mayor cantidad de reportes 

(Terveer et al, 2017); en Latinoamérica entre los años 2000 y 2018 existen pocos reportes 
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de casos publicados en humanos con 18 en Brasil, 3 en Argentina, 2 en Colombia y 

Venezuela y entre Ecuador, Chile, Uruguay, Bolivia y Perú se han reportado 1 (Mendes V. 

et al., 2019). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia del 

gen mcr y sus variantes, así como la coexistencia con el gen CTX-M en muestras fecales de 

pacientes que acuden al Centro de Salud Tipo C de Guamaní entre enero a agosto del año 

2018. 

1.2 JUSTIFICACIÓN 

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son los patógenos más frecuentes en 

infecciones relacionadas al microbioma intestinal, ya que este es un reservorio normal de 

bacterias resistentes a antibióticos de uso en humanos, por lo tanto, sirve como transporte 

asintomático de bacterias productoras de los genes que provocan multirresistencias, siendo 

así necesario tomar medidas de prevención y control. Por esta razón, varios estudios se han 

enfocado en la detección de genes responsables de multirresistencias antibióticas como lo es 

el gen mcr y sus variantes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7 y mcr-8. En el 

Ecuador, solo existe un caso reportado del gen mcr-1 en humanos, por lo tanto, la 

información sobre la caracterización de los genes de resistencia al colistín es muy escasa en 

aislados clínicos de Escherichia coli. De esta manera, por la importancia clínica que tienen 

las Enterobacteriaceae, especialmente Escherichia coli es necesario realizar el presente 

estudio. 

El colistín pertenece a la familia de antibióticos denominada polimixinas, las cuales se han 

utilizado con frecuencia en el área veterinaria alrededor del mundo en la terapéutica y como 

promotor de crecimiento. Antes de la detección del gen mcr, la resistencia al colistín estaba 

ligada únicamente a mutaciones cromosómicas que regulaban la síntesis de la pared de las 

bacterias Gram negativas. 
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El gen mcr está mediado por plásmidos y tiene la función de codificar una fosfoetanolamina 

transferasa que altera los lipopolisacáridos de la membrana de las bacterias Gram negativas, 

esto reduce la unión del antibiótico evitando la lisis de la bacteria. El gen mcr-1 ha sido 

descrito en su mayoría en animales de granja según un estudio realizado en China en el 2016, 

no obstante, se han observado varios casos de infecciones por Enterobacteriaceae en 

humanos, la prevalencia más alta en aislados clínicos de la región de las Américas se 

encuentra en países como Brasil, Colombia y Argentina, principalmente en muestras 

diarreicas con una alta frecuencia de Escherichia coli. 

La presente investigación partió de un estudio mayor denominado Proyecto AGISAR – 

INSPI que investigó la “Prevalencia y resistencia antimicrobiana en Campylobacter, 

Salmonella y E. coli ESBL, en granjas avícolas, carne de aves de corral y casos de 

gastroenteritis en humanos de octubre 2017 a julio de 2018 en el Distrito Metropolitano de 

Quito.”; donde se planteó analizar la prevalencia del gen mcr y sus variantes en muestras de 

heces fecales de pacientes que acudieron al Centro de Salud Tipo C de Guamaní 

identificando  la coexistencia del gen mcr con el gen CTX-M para posteriormente hacer un 

análisis y establecer su prevalencia.  

Debido a la importancia clínica que este tema merece, se evaluó la presencia del gen mcr y 

CTX-M mediante la técnica de PCR convencional y secuenciación de aislados de 

Escherichia coli provenientes de heces fecales, resultados que pretenden evidenciar la 

situación actual de estos genes a nivel comunitario que se atiende en el Centro de Salud tipo 

C de Guamaní.  

En este estudio los resultados obtenidos aportaran a la Red Integral de Salud debido a que 

no se cuenta con una prevalencia comunitaria de los genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y 



21 
 

mcr-5; este estudio dará paso a nuevas investigaciones orientadas a la búsqueda de estos 

genes de resistencia en poblaciones mayores.  

La investigación planteada fue viable gracias al financiamiento del proyecto AGISAR – 

INSPI. Además, la presente investigación contó con el equipamiento e infraestructura 

necesaria por parte del Centro Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos del Instituto 

Nacional de Investigación en Salud Pública (INSPI) para realizar los análisis 

microbiológicos y moleculares. 

1.3 OBJETIVOS 

1.4.1    Objetivo general 

Determinar la presencia del gen mcr y sus variantes presentes en Escherichia coli aisladas 

de muestras fecales de pacientes captados en el Centro de Salud Tipo C de Guamaní de Quito 

en el año 2018.  

1.4.2    Objetivos específicos 

➢ Determinar el perfil de susceptibilidad antimicrobiano de cepas de Escherichia coli 

mcr aisladas de las muestras fecales, mediante el método de microdilución en caldo. 

➢ Identificar las variantes del gen mcr y β-lactamasas de espectro extendido CTX-M 

en aislamientos de Escherichia coli mediante reacción en cadena de la polimerasa 

convencional 

➢ Determinar la coexistencia de las variantes de CTX-M en los mismos aislamientos 

de Escherichia coli mediante secuenciación. 



22 
 

➢ Determinar la relación que existe entre pacientes que presenten Escherichia coli 

portadora del gen mcr y variables epidemiológicas referentes a los hábitos 

alimenticios y la convivencia con animales domésticos y de granja. 

1.4 LIMITACIÓN DEL ESTUDIO 

➢ Pacientes que en la encuesta realizada por el proyecto AGISAR-INSPI contestaron 

que no consumieron carne de pollo, res o chancho 2 días previos a acudir al centro 

de salud y recolectar la muestra de heces fecales. 

➢ Pacientes que en la encuesta realizada en el proyecto AGISAR-INSPI contestaron 

que tomaron antibióticos previos a la toma de muestra de heces fecales. 
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CAPÍTULO II 

2.1 ANTECEDENTES 

Shen et al. informó el primer hallazgo de resistencia al colistín, en aislados de pollos vivos 

en China en el año de 1980 sin saber que este se trataba del gen mcr. Posteriormente el 18 

de noviembre de 2015, Liu et al. informan sobre la primera descripción de la resistencia al 

colistín por medio de plásmidos (gen mcr-1) en alimentos preparados para animales y para 

consumo humano en China (Liu et al., 2016; Zhangqi Shen, 2016).  

Un estudio realizado entre noviembre del 2012 y noviembre del 2013, para la identificación 

de la prevalencia del gen mcr-1 en heces de turistas holandeses que habían permanecido 

entre 8 a 40 días en distintos puntos de América del Sur; encontraron que 6 de 9 aislamientos 

presentaban Escherichia coli productores de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) 

y con resistencia al colistín mediado por el gen mcr-1 (Maris S Arcilla, 2015). 

En abril del 2016, Brasil informó del primer hallazgo de Escherichia coli productora del gen 

mcr 1aislado de alimentos para consumo humano y animal (MR Fernandes, 2016). 

En mayo del 2016 en Argentina, el Laboratorio Regional de Referencia de la Red 

Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA) reporta 

el hallazgo de 9 cepas de Escherichia coli portadoras del gen mcr-1, de pacientes de 6 

hospitales diferentes del país; los aislamientos no tenían relación genética entre sí y se 

detectó que la resistencia era de tipo transferible, es decir que este mecanismo es capaz de 

transferirse entre bacterias (Melina Rapoporta, 2016). 

En el mismo año, en Colombia se detecta por primera vez enterobacterias con el gen mcr-1 

en tres aislamientos de Salmonella y uno de Escherichia coli, de pacientes de distintas zonas 

del país (Melina Rapoporta, 2016). 
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En el Ecuador, en el año 2016 se reportó por primera vez un caso de Escherichia coli positiva 

para el gen mcr-1 en un paciente de 14 años (Ortega P. et al., 2016). 

Variantes del gen mcr 

Mientras estos hallazgos iban surgiendo, se fueron encontrando nuevas variantes del gen 

mcr, como la identificación del gen mcr-2, en Bélgica, de muestras porcinas y bovinas las 

cuales contenían el gen mcr-1 con ciertos cambios en su secuencia, indicando que este nuevo 

gen tiene una fosfoetanolamina transferasa de 1617 pares de bases en un plásmido IncX4, 

compartiendo el 76.7% de los nucleótidos con el mcr-1 (Xavier BB, 2016). 

En agosto del 2017, se describe el primer hallazgo del gen denominado mcr-3 extraído de 

una muestra de Escherichia coli de un hemocultivo de un paciente en Dinamarca, en un 

plásmido IncHI2 (Roer et al., 2017). 

En ese mismo año, se identifica el nuevo gen mcr-4 de resistencia al colistín proveniente de 

una cepa de Salmonella aislada de un cerdo sacrificado en Italia en el año 2013, así como en 

cepas de Escherichia coli extraídas de diarreas de cerdos en España y Bélgica entre el 2015 

y 2016, este es mediado por un plásmido no autoconjugativo (Carattoli A, 2017). 

Y finalmente en diciembre del año 2017, se identificó un nuevo gen de resistencia al colistín 

denominado mcr-5 con 1644 pares de bases, localizado en el plásmido ColE, obtenido de 14 

aislados de Salmonella que presentaban los genes mcr-1, mcr-2 y mcr-3 (Borowiak et al., 

2017).  

Para el mes de junio de 2016, el  Centro  para  el  Control  y  Prevención  de  Enfermedades  

de  los  Estados Unidos (CDC) identificó por primera vez Escherichia coli  portadora del 

gen mcr-1 en una muestra humana, por otro lado el  Departamento  de  Agricultura de los 

Estados Unidos (USDA) y el Departamento de Salud y Servicios Humanos de los  Estados  
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Unidos (HHS) informaron la detección de Escherichia coli  portadora del gen mcr-1 en las 

heces de un cerdo (McGann P, 2016; Smith et al., 2016). 

Hasta la actualidad, no se han reportado casos de muertes causadas por microorganismos 

portadores del gen mcr. Aunque es posible ser portador asintomático de bacterias con este 

gen, con la probabilidad de diseminación por plásmidos o al pasar su información genética 

a otras bacterias más virulentas (OPS/OMS, 2016). 

2.2 MARCO TEORICO  

2.2.1 Antecedentes 

 

Varias especies de Enterobacteriaceae multirresistentes constituyen un grave problema para 

la salud pública (Soto Z. et al, 2016) (Gómez O, 2014), Varios estudios reportan la presencia 

de resistencia al colistín codificados por genes en Escherichia coli. Actualmente, existen 

diversas variantes de estos genes como mcr-1 (Yi-Yun L. et al., 2016) mcr-2 (Xavier et al., 

2016) mcr-3 (Yin W et al, 2017) mcr-4 (Carattoli A, 2017) mcr-5 (Borowiak et al., 2017) 

mcr-6 (Partridge S. et al., 2018) mcr-7 (Yang Y. et al., 2018) mcr-8 (Wang X. et al., 2018) 

y mcr-9 (Carroll L. et al., 2019) que han sido documentadas en varias especies y género. 

No obstante, a excepción de mcr-9 todas las variantes fueron descubiertas en cerdos y aves 

de corral; en humanos solo se han reportado los genes mcr-1, mcr-2, mcr-3 , mcr-4, mcr-5, 

mcr-8 y mcr-9 (Zhang et al., 2018) (Dalmolin T. et al., 2018). Por ejemplo, en América 

Latina y el Caribe las variantes del gen mcr más prevalentes son mcr-1, mcr-3 y mcr-5 las 

cuales han sido identificadas tanto en muestras clínicas como de animales, en su mayoría 

caracterizadas en cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella entérica 

serovar Typhimurium (Mendes V. et al., 2019). En el Ecuador, solo existe un reporte clínico 

del gen mcr-1 de un paciente de 14 años hospitalizado en la ciudad de Quito (Ortega P. et 
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al., 2016). En el país, existen dos reportes de resistencia al colistín mediado por el gen mcr-

1 en animales, en cerdos y pollos de granjas de la selva amazónica y de la costa del Pacifico 

del Ecuador (Yamamoto Y. et al., 2019) y en heces de perros en un parque público de la 

ciudad de Quito (Ortega D et al., 2019). A nivel de medio ambiente en el país, hasta el 

momento, no existen estudios reportados relacionados a la presencia de genes de resistencia 

al colistín. 

2.2.2 Generalidades de Escherichia coli 

Escherichia coli es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae de clase Gramnegativo 

esta se encuentra presente como microbiota normal del colon en seres humanos (De La 

Fuente et al, 2017). Se trata de un bacilo móvil, oxidasa negativo, anaerobio facultativo, 

fermentador de lactosa cuyo crecimiento óptimo es a 37°C (Mosquito S. et al., 2011).  

Este microorganismo es considerado el patógeno oportunista principal del género 

Escherichia debido a que convive normalmente en el intestino de los humanos, pero en 

personas con baja inmunidad causa infecciones intestinales y extraintestinales (Gomes et al, 

2016) gracias a que sus cepas han evolucionado mediante adquisición, transfiriendo genes 

horizontalmente. Escherichia coli tiene un tamaño del genoma tan extenso que puede 

contener genes de virulencia adicionales y de características físicas distintas, esto es en gran 

parte, permitido por una gran colección genética flexible que posee a través de la perdida y 

ganancia de material genético en una serie de puntos clave en todo el genoma (Croxen et al, 

2013). Estas características permiten una transferencia fácil entre genes bacterianos que se 

encuentran en alimentos y el ser humano (Blount et al., 2015).   
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2.2.3 Epidemiologia  

 

Uno de los agentes epidemiológicos  más importantes causantes de diarreas es Escherichia 

coli, especialmente en países en desarrollo donde presentan un alto índice de mortalidad y 

morbilidad especialmente en niños (M. Urrestarazu et al, 2009), esto se debe a que la alta 

contaminación de agua y productos alimentarios son fuentes principales de transmisión de 

Escherichia coli, donde se demuestra que en Sudamérica el 30% de los alimentos para 

consumo están contaminados por esta bacteria (Gómez, 2014). 

Con respecto a microorganismos portadores del gen mcr, desde su descubrimiento en el 

Ecuador existe solo un único caso reportado en el año 2016 por (Ortega D. et al., 2016), 

representando junto a Chile, Paraguay y México uno de los países con menos reportes en 

Latinoamérica y el Caribe, con apenas el 0.2% de reportes de bacterias positivas para este 

gen (Mendes V. et al, 2019). 

2.2.4 Colistín y su mecanismo de acción 

Este antibiótico es llamado de última línea, debido a que su uso es limitado, y se incluye 

dentro de esquemas terapéuticos combinados, en caso de que los antibióticos comúnmente 

prescritos no sean eficaces o apropiados de acuerdo con la situación del paciente, ya que se 

conoce que produce nefrotoxicidad y neurotoxicidad en dosis mayores a las recomendadas 

o usos prolongados (Vidal, 2017).   

Muchas bacterias del medio ambiente son resistentes al colistín, ya que este medicamento se 

utiliza ampliamente en la industria de alimentos con fines terapéuticos y profilácticos en 

animales como promotor del crecimiento en el ganado con el fin de prevenir enfermedades 

por Enterobacteriaceae. Pero en los últimos años se ha descubierto que los genes que 

confieren resistencia al colistín son bucles de ADN presentes en plásmidos que son 
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compartidos fácilmente, generando el paso de información entre distintos tipos de cepas 

bacterianas.   

Colistín es un polipéptido con la capacidad de alterar la permeabilidad de la capa externa de 

lipopolisacáridos de las bacterias Gramnegativas, esto genera la muerte de la bacteria por 

atracción electrostática por la carga positiva de los grupos amino y el carboxilato con iones 

sulfato de la capa externa de las bacterias (Medina et al, 2017) provocando modificaciones 

de las paredes de las bacterias generando una pérdida de su contenido interno y por 

consecuencia un efecto bactericida (Vidal Group, 2014). 

2.2.5 Betalactámicos 

Los betalactámicos son antibióticos cuya principal función es evitar la síntesis de los 

peptidoglucanos de la pared celular de las bacterias para inducir la lisis (Baquero et al., 2013) 

(Rada A. et al., 2019). Las betalactamasas son enzimas con un mecanismo de acción que 

consta en romper un puente de amida del anillo betalactámico para inactivar el antibiótico al 

no permitir la unión a las proteínas ligadoras de penicilinas (PBP) de la bacteria (Vargas E. 

et al., 2016). Los β-lactámicos poseen estructuras similares a D-alanil-D-alanina, que es un 

aminoácido terminal para la síntesis de la pared peptídica (Ocampo A. et al., 2015). Estos 

antibióticos se unen irreversiblemente al sitio activo de las PBP lisando las bacterias (Shaikh 

S. et al., 2015) (Lahey Clinic, 2017). Por otro lado, los β-lactámicos son capaces también de 

activar una autolisina bacteriana, que es una sustancia endógena que produce la lisis del 

peptidoglicano en concentraciones de más de 4 y 0 veces de CIM (Miranda, 2013). Ambler 

clasifico en clases serin proteasas A, C y D basándose en la homología proteica y de clase 

dependiente de zinc B (Joaquín Gómez, 2015).  
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Los carbapenémicos son antibióticos en contra de bacterias Gram positivas y negativas 

(Vanegas J. et al., 2016) (Ocampo A. et al., 2015). Estos antibióticos tienen un anillo β-

lactámico fusionado con un anillo similar al de las penicilinas, su mecanismo de acción es 

impedir la síntesis de la pared bacteriana e interrumpir el ensamblaje de los peptidoglicanos 

(Martínez P.et al., 2014) (Cuzon G. et al., 2013). Estos antibióticos son considerados de 

última elección, entre los más utilizados están meropenem e imipenem para el tratamiento 

de infecciones, principalmente por bacterias Gram negativas aerobias (Rojas L. et al., 2013) 

(Vargas E. et al., 2016).  

Las carbapenemasas son β-lactamasas que hidrolizan β-lactámicos y carbapenémicos 

(Blanco G. et al., 2014) generando resistencia bacteriana. Existen varias especies bacterianas 

que sintetizan carbapenemasas, entre ellas se encuentran las enterobacterias donde con 

mayor frecuencia se ha aislado este tipo de enzimas (Zilberberg M. et al., 2017) (Daikos G. 

et al., 2014).  

2.2.6 Mecanismos de resistencia  

 

Los mecanismos de resistencia bacteriana pueden ser intrínsecos, naturales, adquiridos o de 

tipo adaptativo (OIE, 2016) (di Conza J. et al., 2014). La resistencia intrínseca se caracteriza 

por ser propia de la bacteria sin tener relación con la presencia del antibiótico. Este tipo de 

resistencia está ligada a la presencia de genes en el cromosoma bacteriano que contribuyen 

a la inactivación de antibióticos como fluoroquinolonas o β-lactámico (Shah M. et al., 2016).  

La resistencia adquirida suele ser resultado de una mutación o alteración en los genes del 

cromosoma bacteriano, o por la incorporación de material genético transferido 

horizontalmente a la bacteria (Reid C. et al., 2015). 

La resistencia adaptativa confiere a la bacteria la capacidad de sobrevivir en presencia de 

antibióticas donde expresa sus genes de resistencia dependiendo las condiciones del medio 
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donde se encuentra (Ingle D. et al., 2018). Finalmente, estas resistencias pueden combinarse 

al expresar diferentes fenotipos (Fica A., 2014) (Laxminarayan R. & Chaudhury R., 2016). 

La resistencia antibiótica de Escherichia coli, igual que muchas enterobacterias, puede ser 

intrínseca o adquirida (Miranda, 2013). Los tipos de mecanismos moleculares de resistencia 

antibiótica destacan por su relevancia siendo alteración del sitio blanco, alteraciones de 

permeabilidad e inactivación enzimática (Mosquito S. et al., 2011).  

2.2.7 Transferencia horizontal de genes 

Las transferencia horizontal de genes es un proceso donde la bacteria transfiere su material 

genético a otra, esto puede ser entre bacterias de una misma especie o entre especies distintas 

en un ambiente adecuado (Kintses B. et al., 2019). Este proceso es uno de los mecanismos 

de evolución bacteriana más importante, ya que las bacterias adquieren información genética 

nueva proporcionándoles ventajas selectivas, siendo este mecanismo esencial para 

desarrollar resistencias antibióticas (Hughes A. et al., 2016) (Cullen T. et al., 2015).  

Las bacterias son capaces de transferir horizontalmente sus genes mediante diferentes 

procesos como la transducción, conjugación, transformación y por la incorporación de ADN 

mediante recombinación del sitio especifico u homólogo y por transposición (Brito I. et al., 

2016). Los elementos genéticos que participan en este intercambio son principalmente 

plásmidos, integrones, bacteriófagos, ADN y transposones (Kaiser G., 2019).  

En las bacterias, el proceso más utilizado es el mecanismo de transferencia de genes de 

resistencia por conjugación, proceso donde dos bacterias hacen contacto físico entre sitios 

específicos (Luo Q. et al., 2017). Este contacto genera la formación de un puente plasmático 

llamado pili, donde un plásmido pasará de una bacteria a otra. Estos procesos pueden llevarse 

a cabo de forma inducida por condiciones de laboratorio o natural (Burmeister A., 2015).  
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2.2.8 Plásmidos 

Los plásmidos son fracciones de ADN extracromosomal que son transferidos de una bacteria 

a otra independientemente si son de la misma especie (Yang F. et al., 2019). Los elementos 

extracromosomales tienen una estructura de doble cadena circular de ADN, pequeña con 

extremos libres y se pueden replicar de forma independiente (Dimitriu T. et al., 2019). Los 

plásmidos pueden ser de dos tipos, los movilizables que adquieren elementos genéticos como 

transposones o elementos de inserción los cuales son móviles y los conjugativos que tienen 

la capacidad de movilizarse por sí solos (Li Q. et al, 2019). Estos dos tipos son los 

responsables de la alta diseminación de determinantes genéticos que confieren resistencia a 

las bacterias Gram negativas. Los plásmidos transportan genes clave específicos para 

codificar antibióticos como las polimixinas, quinolonas, β-lactámicos, cloranfenicol, 

macrólidos, trimetoprim, aminoglucósidos, tetraciclina o sulfonamidas (Castellanos . et al., 

2017) (Knudsen P. et al., 2018). 

2.2.9 Detección molecular de resistencia antibiótica  

La identificación de genes de resistencia presentes en una bacteria es fácil gracias a los 

diferentes métodos disponibles en la actualidad (Kadri K., 2019). Entre los métodos más 

utilizados se encuentra la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y el secuenciamiento 

(May M., 2019). La técnica de PCR se basa en una reacción enzimática que da como 

resultado la amplificación de una sección específica del ADN (Gast M. et al., 2019). Durante 

el proceso ocurren cambios bruscos de temperatura por ciclos, que dará origen a tres pasos 

primordiales que son la desnaturalización, hibridación y extensión del ADN (Russo J, 2017). 

En la denaturación se utiliza altas temperaturas que van de 90 a 95 °C lo cual promoverá la 

separación de las cadenas de ADN (Stein L, 2010). Después secuencias cortas de ADN 

llamadas primers, se hibridan con las cadenas de ADN separadas previamente por la 
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denaturación. Posterior a esto, la enzima de ADN polimerasa sintetiza nuevas cadenas de 

ADN a una temperatura de 72°C llamando a este proceso hibridación (May M., 2019). 

En la secuenciación del ADN, se puede observar el orden de los nucleótidos de una sola 

secuencia, con esta información se conoce su estructura y función (Rebelo et al., 2018). El 

secuenciamiento puede ser de primera o de siguiente generación (Wetterstrand K, 2019), la 

primera generación que es el más comúnmente utilizado es de dos tipos: 

• Secuenciamiento Sanger, donde se emplea nucleótidos conocidos como 

dideoxinucleótidos (ddNTPs) que se caracterizan ya que carecen del grupo 3 OH, 

impidiendo la elongación del producto a amplificar. Los ddNTPs que están 

marcados, se incorporan al azar generando una población con una sola base diferente 

de las demás. En la electroforesis estos productos migran en un gel de poliacrilamida 

(Mardis E, 2011).  

• Secuenciamiento Maxam-Gilber, el cual es un método no enzimático (Metzker M, 

2010). 

2.2.10  Gen mcr y sus variantes 

El gen mcr-1 contiene información que codifica un mecanismo genético que confiere la 

resistencia al colistín, el cual fue desarrollado en la década de 1950, obtenido de la bacteria 

Paenibacillus polymyxa colistinus, para atacar a todos los bacilos Gram negativos, siendo 

este el primer mecanismo de transmisión relacionada con un plásmido (Gua et al., 2016).  

En el año 2016, en China se notificó la aparición de un gen de resistencia al colistín mediado 

por plásmidos, denominado mcr-1 (Liu Y. et al, 2016), desde entonces, se han notificado 

varios reportes sobre la aparición de mcr-1 en Enterobacteriaceae obtenidas a partir de 

animales, humanos, medio ambiente y alimentos alrededor del mundo (Baron S. et al, 2016). 

El gen mcr codifica una fosfatoetanolamina (pEtN) transferasa que modifica los lípidos A 
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de las bacterias, confiriendo resistencia al colistín. Un análisis in vitro demostró que las 

características de esta pEtN son muy similares a enzimas presentes en bacterias Gram 

negativas intrínsecamente resistentes al colistín (Hu M. et al, 2016).  

El gen mcr fue detectado principalmente en Escherichia coli y en menor proporción, en 

bacterias como Klebsiella pneumoniae. Los estudios epidemiológicos sugieren que mcr-1 se 

ha detectado en diez especies distintas de Enterobacteriaceae (Arcilla et al, 2016). 

Recientemente, se han informado nuevas variantes del gen mcr, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-

5, mcr-6, mcr-7 y mcr-8 (Mendes V. et al., 2019).  

Curiosamente, todas estas variantes se detectaron en países distintos lo cual indica la 

posibilidad de una evolución constante del gen mcr-1 mediado por alguna presión selectiva 

desconocida en los humanos, animales y medio ambiente (Sun J. et al, 2018). 

El gen mcr-2 se identificó por primera vez en cerdos y bovinos en Bélgica en aislados de 

Escherichia coli (Xavier et al., 2016). Después esta misma variante fue recuperada de 

muestras humanas en Suiza (Liassine N. et al, 2016). El análisis filogenético realizado entre 

mcr-1 y mcr-2 mostró una identidad de aminoácidos del 80.6% (Xavier et al., 2016). 

El gen mcr-3 fue descubierto por primera vez en Malasia de aislados de Escherichia coli de 

cerdos, así mismo, de una muestra clínica en Tailandia de Klebsiella pneumoniae y de 

Salmonella Typhimurium en los Estados Unidos (Yin W et al, 2017). El análisis que se llevó 

a cabo de este gen mostro que tenía una estrecha relación con pEtN de Aeromona spp que es 

intrínsecamente resistente a colistín (Quiroga C. et al, 2019). 

El gen mcr-4 se encontró en Europa procedente de Salmonella Typhimurium y Escherichia 

coli en humanos y animales productores de alimentos (Carattoli A, 2017). Este gen tiene una 
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identidad de secuencia de aminoácidos de 34% con el gen mcr-1, 35% con el gen mcr-2 y 

49% con el gen mcr-3.  

El gen mcr-5 se observó en 14 aislamientos de Salmonella Paratyphi B dTa + de aves de 

corral y alimentos en Alemania (Borowiak et al., 2017). Este gen comparte el 35% de 

identidad con las variantes del gen mcr-1, mcr-2, mcr-3 y mcr-4. 

Estos genes de resistencia al colistín se han convertido en una amenaza para la salud pública. 

En América Latina, la incidencia de mcr es baja, sin embargo, es posible observar un 

aumento rápido de la prevalencia de estos genes (Quiroga C. et al, 2019). 

2.2.11 Gen CTX-M 

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) son un tipo de mecanismo de resistencia 

a cefalosporinas más comunes en Enterobacteriaceae. Esta enzima otorga a la bacteria la 

capacidad de hidrolizar antibióticos donde las más relevante es de tipo CTX-M, la cual tiene 

actividad intrínseca siendo estas las de mayor reporte a nivel mundial, predominando en 

enterobacterias como Escherichia coli (Rivera-Jacinto et al., 2015).  

Escherichia coli productora de CTX-M está asociada a infecciones comunitarias y 

hospitalarias (Tadesse D. et al, 2018). Informes en varios países describen la presencia de 

cepas bacterianas de Escherichia coli con el gen CTX-M en animales aparentemente sanos, 

en productos alimenticios de origen animal, así como en mascotas y animales de granja 

(Davis M. et al, 2015). 

Los genes CTX-M incluyen más de 50 enzimas divididas en 5 grupos por similitud de 

aminoácidos, de esta manera se disponen en CTX-M 1, CTX-M 2, CTX-M 8, CTX-M 9 

CTX-M 15 y CTX-M 25; la bacteria Escherichia coli productora de CTM-X está diseminada 
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entre la comunidad tanto hospitalaria como en los entornos sociales, por lo tanto es necesario 

prestar atención para prevenir la propagación de etas cepas (Zamani et al., 2015). 

Según Quiroga (2019) existe una asociación clara entre el gen mcr-1 y diferentes genes que 

codifican las β-lactamasas, particularmente la familia de las bla CTX-M (Quiroga C. et al, 

2019). 

En junio del 2018, Melgarejo et al. Encontró en Paraguay resistencia al colistín con el gen 

mcr-1 y al simultáneamente resistencia a cefalosporinas CTX-M (Melgarejo et al., 2018). 

2.2.12 Concentración mínima inhibitoria (CIM) para colistín 

La susceptibilidad al colistín conlleva varias complicaciones por sus propiedades catiónicas 

intrínsecas. Sumado a esto, según un artículo publicado por Barry, detalla que existen 

problemas de difusión en aislados de enterobacterias diferentes a las Pseudomonas, lo cual 

genera una susceptibilidad falsa en comparación con el uso de la determinación de la 

concentración mínima inhibitoria (CIM). (International Standards, 2006; Hindler et al; 

Barry, 1974). 

El comité Europeo de Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana (EUCAST) indica que los 

puntos de corte para Enterobacteriaceae es susceptible ≤2 mg/l y resistente > 2 mg/l 

(EUCAST, 2017). 

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), facilita puntos de corte de difusión 

en disco únicamene para Pseudomona aeruginosa, por lo cual no se tiene establecido 

claramente cómo proceder con Escherichia coli, la recomendación de este es no 

proporcionar una intepreteción de resistente, intermedio o susceptible, sino defnir los 

aislamientos como cepa salvaje o no salvaje (CLSI, 2017). 
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En el año 2016 CLSI y EUCAST lanzaron una recomendación en conjunto la cual sugirió el 

método de CIM utilizando la ISO-20776 para colistín (EUCAST(2), 2016). 

La CIM de colistín es un método recomendado para los laboratorios, por lo tanto, se evaluó 

en este estudio el método mencionado para determinar su susceptibilidad (E. Matuschek et 

al., 2017). 

2.2.13 Animales y colistín  

El colistín es la única forma aprobada en varios países en la producción porcina para el 

control de infecciones por Enterobacteriaceae, especialmente ara aquellas causadas por 

Escherichia coli (Cui et al., 2017). Sin embargo el uso indiscriminado en concentraciones 

subinhibidoras como promotores de crecimiento durante muchos años ha llevado a que las 

bacterias adquieran genes adicionales, generando resistencias bacterianas intrínsecas, 

difíciles de entender y combatir (Baquero et al., 2013) (Mendes V. et al., 2019). 

En la última encuesta realizada en el 2012 por la Organización Mundial de Sanidad Animal 

(OIE) reveló que solo 10 países informaron su uso en alimento de animales como promotor 

de crecimiento (Quiroga C. et al, 2019). A partir del año 2000 después de décadas de uso del 

colistín en animales, surgieron varios estudios sobre el aumento en la tasa de resistencia al 

colistín en Enterobacteriaceae (Doumith M. et al, 2016) (Anjum M. et al, 2016).  

Varios estudios apuntan a que una transferencia horizontal de genes es posible, debido a que 

los plásmidos de mcr son altamente transmisibles, pudiendo pasar esta condición entre 

bacterias, especialmente del género Enterobacteriaceae (Bradford P. et al, 2016) (Cao L et 

al, 2018).  
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2.3 MARCO CONCEPTUAL 

CIM: es la más baja concentración de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un 

microorganismo después de su incubación (Baquero et al., 2013). 

CTX-M: Las enzimas tipo CTX-M son un grupo de lactamasas β de espectro extendido de 

clase A (BLEE) que se están propagando rápidamente entre las enterobacterias en todo el 

mundo. Los genes que codifican CTX-M han sido capturados del cromosoma de Kluyvera 

spp (Rossolini et al., 2008).  

Gen mcr: el gen denominado Mobile Colistine Resistance por sus siglas mcr, el cual confiere 

una resistencia mediada por un plásmido por transferencia horizontal de genes (Liu Y. et al, 

2016). 

Plásmidos: son un conjunto de genes que se transfieren mediante conjugación, que codifican 

enzimas específicas que utilizan las bacterias para conferir resistencias ante los antibióticos 

(Blount et al., 2015). 

Reacción en cadena de la polimerasa: con sus siglas PCR, es una técnica de biología 

molecular la cual consisten en obtener un gran número de copas de un fragmento de ADN 

especifico, para lo que se utilizan altas y bajas temperaturas para replicarlas, dejar que se 

separen y vuelan a unir y duplicarse, todo esto empleando polimerasas termoestables, 

generalmente extraídas de microorganismos que resisten estas temperaturas, las Thermus 

aquaticus. (Mullis, 1990). 

Transferencia horizontal: es el paso de material genético entre organismos celulares de 

características parecidas, por medio de plásmidos (Smith et al., 2016). 
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CAPÍTULO III 

3.1 MARCO METODOLÓGICO 

3.1.1 Tipo de estudio 

El presente fue estudio de tipo observacional, descriptivo y transversal ya que se determinó 

la presencia del gen mcr y sus variantes, en aislados de Escherichia coli procedentes de 

muestras fecales de pacientes que acudieron al Centro de Salud Tipo C de Guamaní, sin 

intervenir o modificar la unidad de análisis, únicamente describir a través de las 

características que plantea la investigación, además es transversal porque el estudio fue 

llevado a cabo en un tiempo determinado en la unidad de análisis y en el estudio. 

3.1.2 Tipo de muestreo  

Para el presente estudio, del total de muestras de heces fecales captadas por el INSPI durante 

el año 2018, provenientes del Centro de Salud Tipo C de Guamaní calculadas por el proyecto 

AGISAR-INSPI; siendo un muestreo no probabilístico por conveniencia de casos que 

cumplan con los criterios de inclusión, obteniendo un tamaño muestral de 150 heces fecales 

de las 300 captadas por el proyecto AGISAR-INSPI. 

3.2 FASES METODOLOGICAS  

3.2.1 Fase I. Solicitudes, aprobaciones y autorizaciones 

Para el inicio de este estudio se recopiló los documentos requeridos por el INSPI–CZ9 para 

su revisión y aprobación. Una vez aprobado el estudio por parte de sus autoridades, se envió 

el oficio de aprobación ver Anexo 3 y el protocolo de investigación para su revisión y 

posterior aprobación, al Subcomité de Ética de la Investigación en Seres Humanos de la 

PUCE para garantizar que el estudio se ejecutó con las normas bioéticas vigentes.  
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Cabe destacar que esta investigación es parte del proyecto titulado “Prevalencia y resistencia 

antimicrobiana de Campylobacter, Salmonella y E coli ESBL en granjas avícolas, carne de 

aves de corral y casos de gastroenteritis humanas de octubre 2017 a Julio 2018 en el Distrito 

Metropolitano de Quito”, el cual cuenta con la aprobación del CEISH INSPI-LIP ver Anexo 

4 y la autorización por parte de la Dirección Nacional de Inteligencia en Salud ver Anexo 5. 

3.2.2 Fase II. Recolección de información  

Los datos necesarios para el estudio se recabaron de las encuestas realizadas en el proyecto 

AGISAR – INSPI ver Anexo 6 luego de la autorización respectiva. Para asegurar la 

confidencialidad de los pacientes, se utilizó un código único determinado a cada paciente en 

el proyecto AGISAR – INSPI en todo documento escrito y electrónico, durante los ensayos 

de laboratorio. La información completa de los pacientes será manejada única y 

exclusivamente por el personal autorizado del CRN – RAM del INSPI y no estuvo al alcance 

del investigador en ningún momento. 

3.2.3 Fase III. Procedimiento y análisis por laboratorio 

3.2.3.1 Análisis microbiológico e identificación 

Se realizó la siembra de las muestras de heces por agotamiento en agar MacConkey, se 

incubaron a 37°C de 18-20 horas, las cepas que presentaban fermentación, morfología de 

colonias medianas, circulares y convexas con bordes definidos redondeados, fermentadoras 

de lactosa, con un color rosado característica de Escherichia coli se aislaron para su posterior 

identificación bioquímica. La esterilidad de los medios de cultivo agar MacConkey fue 

evaluada al incubar el 5% de los medios preparados a 37°C por 24 horas ver Anexo 7. 

Pruebas bioquímicas: las muestras que crecieron en agar MacConkey con aspecto de 

Escherichia coli fueron identificadas mediante bioquímicas manuales compuestas por: TSI, 
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urea, citrato, SIM, RM y VP ver Anexo 7. Las cepas de Escherichia coli fueron almacenadas 

en TE y BHI + glicerol al 20%, estas últimas a -70°C. 

La selectividad del medio MacConkey y pruebas bioquímicas se realizó según la norma 

ISO/TS11133-2 al inocular una cepa de Escherichia coli ATCC® 25922, con el fin de 

evidenciar crecimiento de colonias fermentadoras de color rosado, otra cepa de 

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 para visualizar crecimiento de colonias no 

fermentadoras con tonalidad verde y una cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 25923 

para observar ausencia de crecimiento después de 48 horas de incubación a 37°C ver Anexo 

8. 

Susceptibilidad antimicrobiana (microdilución en caldo) 

La susceptibilidad antimicrobiana se realizó mediante el método de microdilución en caldo 

(MDC / BDM) bajo las normas del CLSI 2017 únicamente de las muestras positivas para el 

gen mcr mediante biología molecular. Se utilizó una placa para Gram negativos Thermo 

Scientific™ Sensititre™ Gram Negative GNX2F AST Plate ver Anexo 1, donde se dispensó 

30ul de la cepa previamente sembrada en caldo Mueller Hinton cationes ajustados, 

posteriormente se dispensó 50 µl del caldo inoculado en cada pocillo, se incubó a 37°C por 

24h para leer su resultado. El panel usado permitió determinar la CIM de cefepime, 

cefotaxima, ceftacidima, colistín, ertapenem, imipenem y meropenem. 

3.2.4 Fase IV. Análisis Biología molecular  

Los análisis de biología molecular consistieron en extraer el ADN de las cepas positivas para 

Escherichia coli y amplificar los genes mcr y CTX-M, todos estos ensayos fueron realizados 

en el Laboratorio de Biología Molecular del Centro de Referencia Nacional e Resistencia a 

los Antimicrobianos (CRN-RAM) del INSPI. 
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3.2.4.1 Extracción de ADN a partir de la suspensión bacteriana 

La extracción se realizó mediante ebullición. La cepa suspendida en 500ul de solución TE 

1X, se homogenizó por vortex por 1 minuto, subsiguiente se realizó el lisado por ebullición 

en el equipo Thermomixer confort de Eppendorf® ver Anexo 1. El protocolo utilizado 

consistió en someter la suspensión bacteriana a 95°C durante 10 minutos, posteriormente 

centrifugarla por 5 minutos a 14.000 rpm, separar el sobrenadante y almacenarlo en un tubo 

Eppendorf® a -20 C° (Rebelo et al., 2018).  

3.2.4.2 Amplificación e identificación de genes mcr por PCR convencional 

Para la investigación de los genes se amplificó los sitios específicos descritos en la Tabla 1, 

pertenecientes a cada gen mcr siguiendo el protocolo detallado en el Anexo 9. Para esta PCR 

se utilizó controles positivos de cada variante del gen mcr (mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y 

mcr-5) y un control negativo que fue agua del grado molecular, utilizados en cada corrida 

de la PCR ver Anexo 1. 

Tabla 1. Secuencia de primers utilizados para la identificación del gen mcr y sus variantes 

 

Nombre primer 

 

Secuencia 5´ - 3´ 

 

Gen  

 

Tamaño  

 

Referencia 

mcr1_fw AGATCCTTGGTCTCGGCTTG  

mcr1 

 

320 

(Rebelo et al., 

2018) 
mcr1_rev AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 

mcr2_fw CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT  

mcr2 

 

715 

(Rebelo et al., 

2018) 
mcr2_rev TCTAGCCCGACAAGCATACC 

mcr3_fw AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG  

mcr3 

 

929 

(Rebelo et al., 

2018) 
mcr3_rev AATGGAGATCCCCGTTTTT 
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mcr4_fw TCACTTTCATCACTGCGTTG  

mcr4 

 

1,116 

(Rebelo et al., 

2018) 
mcr4_rev TTGGTCCATGACTACCAATG 

mcr5_fw ATGCGGTTGTCTGCATTTATC  

mcr5 

 

1,644 

(Borowiak et 

al., 2017) 
mcr5_rev TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 

Nota: fw: Forward, rev: Reverse. Adaptado de (Rebelo et al., 2018), por Kenny De La Torre, 2019. 

Los genes fueron amplificados por la técnica de PCR convencional, realizando una PCR 

multiplex para los genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 y mcr-5 con un volumen final de 25ul, 

conformada por los componentes del Anexo 10. 

3.2.4.3 Amplificación e identificación de CTX-M por PCR convencional 

Se amplificó los genes de los grupos CTX-M de las muestras positivas para mcr, para su 

posterior relación con las variantes del gen mcr. Los primers utilizados fueron los descritos 

por Dallenne y Cols (2010). 

Tabla 2. Secuencia de primers utilizados para la identificación de CTX-M 

Nombre primer Secuencia 5´ - 3´ Gen  

 

Tamaño  Referencia 

MultiCTXMGp1_fw TAGGAARTGTGCCGCTGYA CTX-M 

group 1 

 

688 

(Dallenne C 

et al., 2010) 
MultiCTXMGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 

MultiCTXMGp2_fw CGTTAACGGCACGATGAC CTX-M 

group 2 

 

404 

(Dallenne C 

et al., 2010) 
MultiCTXMGp1-2_rev CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 

MultiCTXMGp9_fw TCAAGCCTGCCGATCTGGT CTX-M 

group 9 

 

561 

(Dallenne C 

et al., 2010) 
MultiCTXMGp9_rev        TGATTCTCGCCGCTGAAG 

Nota: fw: Forward, rev: Reverse. Adaptado de (Dallenne C et al., 2010), por Kenny De La Torre, 

2019. 
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Los genes fueron amplificados por la técnica de PCR convencional para las variantes del 

gen CTX-M, utilizando los primers descritos anteriormente, con un volumen final de 25ul 

de la mastermix, conformada por los componentes detallados en el Anexo 7. Para la 

amplificación de los genes mcr se utilizaron las condiciones descritas por Rebelo et al., 

(2018) en el equipo BioRad C1000® detallado en el Anexo 11. Las condiciones de la PCR 

para la amplificación del gen CTX-M fueron las descritas por Dallene y Cols (2010). Esto 

se realizó en el equipo BioRad C1000® bajo las condiciones que se detallan a en el Anexo 

11. Las muestras se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2% con TAE 1X 

como buffer, a 90 V/cm por 1 hora en la cámara de electroforesis BioRad® Sub Cell Model 

96 con una fuente de poder BioRad® Power Pac™ Basic. Se tiño el gel con Bromuro de 

Etidio (1mg/ml) y se reveló en el foto documentador BioRad® Molecular Imagen Gel 

System. 

3.2.4.4 Purificación y secuenciamiento. 

Para la secuenciación se utilizó únicamente las cepas positivas para una de las variantes del 

gen mcr y CTX-M mediante PCR convencional. Se purificó 12 amplicones con el kit 

Wizard® SV Gel on PCR Clean up System de Promega siguiendo los pasos detallados en el 

Anexo 12. Posteriormente se envió a Macrogen Corea a ser secuenciados. 

3.2.5 Fase V. Interpretación de los resultados 

Se interpreto las pruebas diagnósticas dependiendo de los resultados obtenidos; al evidenciar 

una banda en el gel de agarosa según el peso molecular del primer utilizado, indico la 

presencia de las variantes del gen mcr, así como el gen CTX-M. 
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3.3 ANALISIS DE DATOS 

En el programa MEGA X se utilizó Clustal W para analizar las secuencias de forward y 

reverse de mcr y CTX-M obtenidas del secuenciamiento como lo recomienda (Kumar S et 

al, 2016), para limpiar los resultados y conseguir una secuencia consenso. Los resultados 

fueron comparados con las secuencias disponibles en el GenBank con la herramienta 

BLAST, para obtener un porcentaje de identidad entre ambas.   

Los datos se tabularon mediante estadística descriptiva para obtener resultados en 

frecuencias relativas y absolutas. Los perfiles de susceptibilidad por CIM fueron trasladados 

a una hoja electrónica Microsoft Office – Excel, versión 2010 y expresados mediante 

gráficos de barras. 

Manejo posterior de las muestras y resultados del estudio. 

 

Ver Anexo 12. 

 

 

 

 

 



45 
 

CAPITULO IV 

4.1 RESULTADOS 

4.1.1 Aislamiento e identificación de Escherichia coli. 

A partir enero a septiembre del 2018, mediante el proyecto AGISAR-INSPI se recolectaron 

300 muestras de heces de pacientes que acudieron al área de emergencia del Centro de Salud 

Tipo C de Guamaní de las cuales se tomaron 150 muestras de heces para este estudio n=150, 

a las cuales se procedió a sembrar en agar McConkey donde se observaron colonias 

medianas, circulares y convexas con bordes definidos redondeados, fermentadoras de 

lactosa, con un color rosado. La identificación de especie y genero se realizó mediante 

pruebas manuales bioquímicas, donde se obtuvo el patrón de: Indol (+), H2S (-), Motilidad 

(+), RM (+), VP (-), TSI (A/A) indicando un resultado positivo para Escherichia coli, ver 

Anexo 2. 

De las muestras analizadas (n=150) se obtuvo el 100% de positivas para Escherichia coli. 

4.1.2 Datos epidemiológicos de la población de estudio. 

El 45% de los pacientes corresponde al sexo masculino; en tanto que el 55% fueron de sexo 

femenino. Respecto a las edades, estuvieron comprendidas entre 0 a 73 años; el rango de 

edad más frecuente fue de 0 meses a 12 años con 68 muestras, como se observa en la Figura 

1. 
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Figura 1. Representación del número de pacientes de acuerdo con el rango de edades en 

función del sexo. 

Elaborado por: Kenny De La Torre. 
 

Relación entre poseer el gen mcr-1 con el rango de edad y el género de los pacientes. 

De las encuestas utilizadas en este estudio, se obtuvo los datos relacionados a la edad de los 

pacientes, para evaluar una posible relación entre ser portador del gen mcr-1 con los 

diferentes rangos de edad. Esto fue relacionado mediante la prueba de Chi cuadrado 

considerando una diferencia significativa con un valor de p < de 0,05. Se determino que no 

existe una relación estadísticamente significativa entre la edad de los pacientes y ser portador 

del gen mcr-1, como se observa en la Tabla 3. 

Tabla 3. Relación entre poseer el gen mcr-1 con el rango de edad de los pacientes. 

Rango de edad del 

paciente 

Casos 

Pos. para mcr-1 Neg. para mcr-1 Total 

0 meses a 12 años  3,3% 42,0% 45,3% 

13 a 18 años 0,0% 8,0% 8,0% 

19 a 64 años 4,7% 36,7% 41,3% 

65 a 73 años 0,0% 5,3% 5,3% 

Total 8,0% 92,0% 100% 

 

Chi cuadrado de 

Pearson 

 

Valor: 2,690; gl: 3; p-valor: 0,05 

Elaborado por: Kenny De La Torre S. 
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Por otro lado, el análisis realizado entre ser portador del gen mcr-1 y el género de los 

pacientes, tampoco mostro una relación; es decir, al realizar la prueba del Chi cuadrado se 

obtuvo un valor de p < de 0,05. Determinándose que no existe relación estadísticamente 

significativa entre estas variables como se muestra en la Tabla 4. 

Tabla 4. Relación entre poseer el gen mcr-1 con el género de los pacientes. 

 

Género 

Casos 

Pos. para mcr-1 Neg. para mcr-1 Total 

Femenino  4,0% 50,7% 54,7% 

Masculino 4,0% 41,3% 45,3% 

Total 8,0% 92,0% 100% 

 

Chi cuadrado de 

Pearson 

 

Valor: 0,115; gl: 1; p-valor: 0,05 

Elaborado por: Kenny De La Torre S. 

4.1.3 Identificación molecular del gen mcr y sus variantes 

4.1.3.1 Amplificación del gen mcr y sus variantes. 

El tamaño del producto amplificado y los primers del gen mcr y sus variantes se detallan en 

la Tabla 1, de los cuales fue evidenciado el gen mcr-1 en 12 muestras. En la figura 2 se puede 

observar la amplificación de las cepas siguiendo el protocolo establecido ver Anexo 10.  

Mediante la técnica de PCR convencional se realizó la amplificación de los genes mcr-1, 

mcr-2, mcr-3, mcr- 4 y mcr-5, de los cuales el 8% resultaron positivos para el gen mcr-1, 

mientras que el 92% restante resultaron negativas para los genes mcr-2, mcr-3, mcr- 4 y mcr-

5, ver Figura 2. 
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la amplificación de los genes mcr-1. 

Nota: C+: control positivo de mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr- 4 y mcr-5; C-: control negativo de 

mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr- 4 y mcr-5. 

 

 

Elaborado por: Kenny De La Torre. 

4.1.3.2 Amplificación del gen CTX-M. 

Mediante la técnica de PCR convencional se observó que el 16% de las muestras resultaron 

positivas para el gen CTX-M del grupo 15, ver Figura 3. 

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la amplificación del gen CTX-M. Nota: 

C+: control positivo de CTX-M; C-: control negativo de CTX-M; /: negativo para CTX-M. 

 

 

Elaborado por: Kenny De La Torre. 
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4.1.4 Evaluación de susceptibilidad antibiótica 

Posterior al resultado de la PCR, las muestras positivas para el gen mcr se sometieron a una 

evaluación de susceptibilidad a través de CIM mediante el método automatizado Sensititre, 

donde se obtuvo resistencia a ciprofloxacina, colistín y levofloxacina en la mayoría de las  

muestras; estos y el resto de los antibióticos se detalla en la Figura 4. 

Figura 4. Perfil de susceptibilidad antibiótica de las cepas de Escherichia coli mediante método 

CIM. La figura indica los porcentajes de resistencia para cada antibiótico. 

  

Elaborado por: Kenny De La Torre. 
 

 En este método automatizado podemos observar un patrón resistente a colistín >4 ug/ml en 

la mayoría de las cepas, en tanto que en el resto se presenta una susceptibilidad con < 0,25 

ug/ml. Por otra parte, se puede observar un 100% de susceptibilidad para carbapenémicos. 
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4.1.5 Análisis de secuencias. 

Los primers forward y reverse del estudio tuvieron una complementariedad alta con los 

genes a estudiar. De las 150 muestras 12 resultaron positivas para mcr-1, y 2 para CTX-M, 

por lo tanto, estas 14 muestras fueron purificados sus amplicones y enviados a secuenciar en 

Corea; se obtuvo una secuencia consenso de las mcr-1 y de las CTX-M que fueron editadas 

y limpiadas por el programa MEGA X. La similitud de las secuencias obtenidas fue 

confirmada en la plataforma BLAST, donde se obtuvo una similitud del 100% entre ellas y 

con Escherichia coli mcr-1. 

La secuencia consenso fue de 298pb para el gen mcr-1 para 12 de las 150 muestras testeadas; 

el resto de las muestras dieron negativas para mcr-1 sus variantes, de igual manera para 

CTX-M.  

Tabla 5. Identificación del gen mcr-1 y CTX-M en cepas de Escherichia coli. La tabla 

detalla el código de la muestra, porcentaje de similitud por BLAST y el resultado. 

Muestra Similitud BLAST % Resultado 

CSG 2019 – 1 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 3 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 8 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 16 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 18 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 23 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 30 100% Escherichia coli mcr1 
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CSG 2019 – 31 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 42 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 89 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 110 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 118 100% Escherichia coli mcr1 

CSG 2019 – 16 100% Escherichia coli CTX-M 15 

CSG 2019 – 23 100% Escherichia coli CTX-M 15 

Elaborado por: De La Torre K. 

Se puede observar 100% de similitud entre las cadenas de aminoácidos y nucleoticas entre 

los genes obtenidos en GenBank y la secuencia consenso. En las siguientes figuras podemos 

observar la similitud del alineamiento del gen completo de mcr-1 y el gen CTX-M 15. 

Figura 5. Alineamiento de la secuencia del gen mcr-1 y de la secuencia consenso. 

 
Elaborado por: De La Torre K. 

 

Se puede evidenciar la homología entre las secuencias nucleotídicas consenso de mcr-1 y la 

del gen completo de mcr-1 proveniente del GenBank (número de acceso KY550359.1). (*) 

Indica que los pares de bases son idénticos. 

Figura 6. Alineamiento de la secuencia del gen CTX-M y de la secuencia consenso. 

 
Elaborado por: De La Torre K. 
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Se puede evidenciar la homología entre las secuencias nucleotídicas consenso de CTX-M y 

la del gen completo de CTX-M 15 proveniente del GenBank (número de acceso 

NG_048935). (*) Indica que los pares de bases y aminoácidos son idénticos. 

4.1.6 Resultado de la encuesta  

De los aislados positivos para el gen mcr, se analizó las preguntas 1. y 7. del “Consentimiento 

Informado y Encuesta Proyecto AGISAR – INSPI”, ver Anexo 6, donde se obtuvo una gran 

variabilidad en las respuestas por parte de los encuestados como se detalla en la Figura 7 y 

Figura 8. 

Figura 7. Representación de la frecuencia de resultados de la pregunta 1 de las encuestas 

del proyecto AGISAR-INSPI. Se relaciona la positividad o negatividad de ser portador de 

gen mcr frente al alimento consumido previo a la recolección de las muestras fecales. 

 
Elaborado por: De La Torre K. 
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Figura 8. Representación de los resultados de la pregunta 7 de las encuestas del proyecto 

AGISAR-INSPI. Se relaciona la positividad o negatividad de ser portador de gen mcr frente 

a animales de compañía o de granja. 

 
Elaborado por: De La Torre K. 

 

Relación de la presencia del gen mcr-1 y poseer animales de granja o domésticos.   

De las respuestas obtenidas por parte de las encuestas de cada uno de los pacientes que 

participaron en este estudio, se comprobó que no existe una relación significativa entre 

poseer animales domésticos o de granja con ser portador del gen mccr-1, mediante la prueba 

de Chi cuadrado con un valor de p < 0,05 como indica la Tabla 6. 

Tabla 6. Relación de la presencia del gen mcr-1 y poseer animales de granja o domésticos. 

 

Animales 

Casos 

Pos. para mcr-1 Neg. para mcr-1 Total 

Posee 4,7% 64,0% 68,7% 

No posee 3,3% 28,0% 31,3% 

Total 8,0% 92,0% 100% 

 

Chi cuadrado de 

Pearson 

 

Valor: 0,647; gl: 1; p-valor: 0,05 

Elaborado por: De La Torre K. 
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CAPITULO V 

5.1 DISCUSIÓN 

5.1.1 Prevalencia de Escherichia coli mcr-1 

 

El gen mcr es considerado un problema emergente, debido a sus múltiples reportes alrededor 

del mundo y al incremento de su incidencia (Arcilla et al, 2016). Por lo general el gen mcr 

ha sido relacionado a infecciones que se transmiten horizontalmente entre animales y 

humanos (Wise et al, 2018). El aislamiento de Escherichia coli con el gen mcr resistente al 

colistín es complicado en métodos de rutina de laboratorio (Chabou S. et al, 2016) (Osei O., 

2018). Los métodos como agar y caldo con colistín aunque identifican de manera rápida 

bacterias Gram negativas resistentes al colistín, pueden inhibir bacterias que no sean 

resistentes que pueden ser cruciales con fines de vigilancia epidemiológica (Chew K. et al., 

2017) (Momin A. et al., 2017). Además, el método de difusión de disco no es un método 

confiable debido a la pobre difusión de colistín en el agar (Turlej-Rogacka A. et al, 2018) 

(Lo-Ten-Foe J. et al, 2007). El tiempo de espera para un resultado mediante estos métodos 

es largo entre 18 a 24 horas, lo cual es una desventaja (Bardet L. et al, 2017) (Nordmann P. 

et al., 2018). Es importante mencionar que la especificidad y sensibilidad de estos métodos 

es considerablemente baja respecto a métodos moleculares (Bardet L. et al, 2017) (Chabou 

S. et al, 2016). En el presente estudio, el gen mcr-1 se detectó en 12 cepas (8%) de 

Escherichia coli recolectadas de pacientes que acudieron al Centro de Salud Tipo C de 

Guamaní, de 150 muestras (n=150) analizadas. Contrario a otros estudios realizados en 

nuestra región, donde la prevalencia de resistencia al colistín mediada por el gen mcr-1 en 

Enterobacteriaceae fue del 1,5% (Bradford P. et al, 2016), sin embargo en Colombia un 

estudio realizado por Saavedra (2017) determinó la resistencia a colistín en varias 
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Enterobacteriaceae dando como resultado una prevalencia del 3,5% de Escherichia coli 

positivos para el gen mcr, esta prevalencia aunque es alta referente a otros estudios a nivel 

mundial. En el estudio de Chan (2018) en Asia es contrario a esta prevalencia,  el cual obtuvo 

un 2,08% de muestras positivas para mcr-1 y al estudio de Wise (2018) donde el 2,98% de 

muestras estudiadas para mcr y sus variantes resultaron positivas para mcr-1 (Saavedra S. et 

al, 2017) (Chan W. et al, 2018) (Wise et al, 2018). Cabe destacar también que el resultado 

de este estudio es contrario a lo reportado hasta la fecha en la comunidad europea, donde la 

prevalencia del gen mcr-1 va entre 0% - 0,92%  Zurfluh (2017) y Arcilla (2016) y  

respectivamente (Arcilla et al, 2016) (Zurfluh K et al, 2017).  No obstante, es necesario 

mencionar que el único caso reportado hasta el momento de una prevalencia alta es un grupo 

de granjeros de Vietnam, donde se observó el 34,7% de Escherichia coli mcr-1 positivos, y 

se atribuyó el resultado a la exposición entre los granjeros y las aves de corral que ellos 

criaban (Vinh N. et al, 2017). La ausencia de las variantes mcr-2, mcr-3, mcr- 4 y mcr-5 en 

este estudio pueden atribuirse a la limitada diseminación de estos genes ya que estas son más 

frecuentes en muestras clínicas en humanos y en animales como cerdos, terneros y aves de 

corral (García et al., 2018), estas variantes del gen mcr se han identificado recientemente 

como demuestran los estudios de (Borowiak et al., 2017) (Carattoli A, 2017) (Xavier et al., 

2016) y (Yin W et al, 2017). 

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la población portadora del gen mcr-1 fue 

la pediátrica (rango 0 – 12 años) con 5 niños 42% con una media de 4,8 años respecto a 47% 

que fueron de pacientes adultos (rango 18 – 73 años). Esto se debe principalmente porque 

las muestras clínicas fueron en su mayoría procedentes del centro de salud el cual atiende en 

su mayoría niños. Esta población al estar expuesta a serios factores de riesgo como detalla 

Sani (2018) en un estudio sobre la prevalencia de mcr-1 indica que la mayor frecuencia de 

diarreas es causada por Escherichia coli en niños por los hábitos alimenticios, este patógeno 
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es uno de los causantes de alrededor de 2,2 millones de muertes relacionadas a alimentación 

e higiene, donde es su gran mayoría son niños. Sin embargo, contrario al presente estudio, 

Terveer (2017) reportó una media de edad de 62 años (rango 18-93 años) y al estudio 

realizado por Cao (2018) que menciona que su rango de edad de pacientes oscilo entre 30 a 

70 años. Sin embargo, según Wang (2017) la edad del paciente no está asociada al gen mcr, 

observando que no existe una asociación directa con la positividad de mcr-1 ya que no es 

evidente una tendencia marcada en edades (Sani et al, 2018) (Terveer et al, 2017) (Cao L et 

al, 2018) (Wang et al, 2017). 

Cabe destacar que un estudio para determinar la presencia de mcr realizado en Bolivia a 

niños de edad escolar sanos de ciudades rurales de ese país por Giani (2018), obtuvo una 

media de edad de 9,2 años, contrario a este estudio que aunque el rango de edad con mayor 

prevalencia fue 0 a 12 años su media marco 4,8 años (Giani T et al, 2018). 

5.1.2 Susceptibilidad antibiótica de Escherichia coli mcr-1 

 

La especie Escherichia coli se caracteriza por ser muy susceptible a generar 

multirresistencias, generando un problema para tratamientos antibióticos eficaces (Aguilar, 

2015). Aunque Escherichia coli no se caracteriza por tener una resistencia a carbapenémicos 

o colistín, en el país, no se ha investigado ampliamente el estado actual de estas resistencias 

(Ortega P. et al., 2016) (Mendes V. et al., 2019).  

En este estudio, con respecto a los carbapenemicos ertapenem, imipenem y meropenem las 

muestras presentaron un 100% de sensibilidad dato similar al estudio de Wang (2017) el cual 

obtuvo 97%, 99% y 100% de sensibilidad respectivamente por el método de CIM, de igual 

manera respecto al estudio de Cao (2018) donde todos sus aislamientos de mcr-1 fueron 

susceptibles a carbapenemicos, ya que estos antibióticos son muy estables a la hidrolisis 
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causada por BLEE (Wang et al, 2017) (Cao L et al, 2018) (Aguilar, 2015). En contraste, 

ninguno de los asilamientos mcr-1 positivos resultaron resistentes a imipenem, ertapenem y 

meropenem, dato exactamente igual al reportado por García (2018) el cual investigo mcr-1, 

mcr-4 y mcr-5 dando como resultado un perfil de susceptibilidad igual al reportado en este 

estudio y a un estudio en Argentina y Canadá por Tijet (2017) donde todos sus aislamientos 

fueron susceptibles a estos antibióticos (García et al., 2018) (Tijet N. et al, 2017).  

En este estudio, dos muestras 1,33% fueron positivas para el gen mcr, presentaron 

sensibilidad al colistín mediante CIM, dato similar al reportado por Giani (2018) donde 

obtuvo un 1,77% de prevalencia de sensibilidad a colistín en muestras positivas para el gen 

mcr, aunque por el momento no se tiene una explicación exacta de este fenómeno, según se 

deduce es posible que en la prueba de CIM la resistencia a colistín se encuentre asociada a 

diferentes genes que confieren resistencia cromosómica a variantes del gen mcr o a otros 

polipéptidos de las Escherichia coli (Giani T et al, 2018) (Ugarte R. et al, 2018). Sin embargo 

datos son contrario al de Fernández (2016)  el cual obtuvo un 0,16% de muestras susceptibles 

a colistín, y también al estudio de Wise (2018) que recolecto muestras en los 5 continentes 

entre el año 2014 – 2016, obteniendo como resultado ningún aislado positivo para mcr que 

sea sensible al colistín (Fernandes et al, 2016) (Wise et al, 2018). 

Es importante recalcar que el gen mcr que confiere resistencia al colistín, puede pasarse por 

alto en países como Brasil, según un estudio realizado por Fernández (2016) donde por 

protocolos internos únicamente a las cepas resistentes a carbapenémicos se les evalúa la 

susceptibilidad al colistín, esto puede deberse también a un bajo nivel de resistencia que 

presenta la bacteria y que puede contribuir a una diseminación silenciosa del plásmido, y 

estos resultados pueden pasarse por alto si solo se prueba colistín en aislamientos resistentes 

a colistín; se conoce que aproximadamente desde el 2012 existe una posible transmisión del 
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gen mcr hacia América del Sur por viajeros provenientes desde Europa y Asia según Arcilla 

(2016), donde la diseminación de patógenos resistentes entre esto Escherichia coli mcr-1, se 

asocian a las altas tasas de fracaso al tratamiento y al uso de multiantibioticos (polimixinas) 

principalmente en las unidades de cuidados intensivos (Fernandes et al, 2016) (Arcilla et al, 

2016). 

5.1.3 Gen de resistencia CTX-M presente en Escherichia coli positivo para 

el gen mcr-1 

 

A nivel mundial, la acumulación de resistencias tanto intrínsecas como adquiridas a 

antibióticos constituyen factores preocupantes dentro de la salud. Respecto al gen de la β-

lactamasa CTX-M, de las muestras antes mencionadas (n=150) dos de estas, el 1.33% fueron 

positivas para el gen CTX-M 15 con presencia simultánea del gen mcr-1, dato similar al de 

Wise (2018) que obtuvo un 1% de muestras portadoras del gen CTX-M y mcr, también 

similar al estudio de en Bolivia, donde se observó un 1,78% de Escherichia coli positivos 

para mcr y el gen CTX-M (Wise et al, 2018) (Giani T et al, 2018). Así mismo, el Centro 

Nacional de Investigación de Referencia del Ecuador (2018) en el mismo año de este estudio 

2018 revela que un 3,52% de muestras presenta el gen mcr y CTX-M (CRN-RAM, 2019).   

Por otra parte las muestras positivas a CTX-M 15 resultaron resistentes a cefepime, 

cefotaxima y ceftacidima, dato igual al reportado de un aislamiento canadiense por Tijet 

(2017), Zhang (2016) y al de Guiral (2011), que demostró la resistencia a cefalosporinas 

debido a la coexistencia con el gen de la β-lactamasa CTX-M 15 (Tijet N. et al, 2017) (Zhang 

R (2) et al, 2016) (Guiral E et al, 2011) (Moremi et al, 2017). 

En este estudio, 68% de las muestras resultaron resistentes para las quinolonas levofloxacina 

y ciprofloxacina, dato similar al de Gurnee et al (2015) el cual obtuvo el 91% de aislamientos 

de Escherichia coli resistente a múltiples antibióticos, esto podría explicarse ya que estos 
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antibióticos son utilizados como primera opción terapéutica para infecciones 

gastrointestinales, además el patógeno común para una persona sana, adulto o niño/a es 

Escherichia coli con una prevalencia alta de ser resistente a quinolonas (Gurnee et al, 2015). 

5.1.4 Relaciones entre las preguntas de la encuesta y Escherichia coli con 

el gen mcr-1 

 

De acuerdo a los análisis de las preguntas de la encuesta, la convivencia con animales 

domésticos o de granja es muy diversa y no se establece una relación estadísticamente  

significativa entre ser portador del gen mcr-1 y habitar con estos animales; Wang (2017) 

explica que existe una asociación débil entre ser portador de Escherichia coli mcr y vivir 

cerca de granjas de animales, dato contrario al de Yi-Yun (2016) el cual mostro una estrecha 

relación entre ser portador de Escherichia coli mcr-1 y convivir con animales de granja y 

sus prácticas de cría (Wang et al, 2017) (Yi-Yun L. et al., 2016). Sin embargo, en China se 

investigó las heces de un paciente positivo para el gen mcr-1 que trabajaba en una tienda de 

animales, donde 5 perros y 2 gatos poseían el gen mcr en sus heces, obteniendo como 

resultado que 4 cepas de Escherichia coli mcr-1 positivo de perros se relacionaban 

clonalmente con la cepa positiva para mcr-1 del paciente como detalla Lei (2017), lo que 

sugiere que las Escherichia coli portadoras del gen mcr y sus variantes pueden ser 

transferidos de animales de compañía o domésticos a los seres humanos (Lei L. et al., 2017) 

(Zhang (3) et al, 2016). También en el Ecuador, Ortega (2019) descubrió que 20 de 50 heces 

de perros recolectadas de un parque público en la ciudad de Quito presentaban el gen mcr-1 

(Ortega D et al., 2019). Por lo tanto según este estudio es muy llamativo que pacientes que 

manifestaron vivir con perros, gatos y gallinas posean el gen mcr-1 en sus heces, este dato 

podría inferir que los animales mencionados poseen este gen y pudo haberse transmitido de 

animales a humanos  (Dalmolin T. et al., 2018) (Liu Y. et al, 2016). Es importante mencionar 
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que la mayor cantidad de publicaciones sobre transferencia de genes resistentes al colistín 

se relacionan con cerdos y en este estudio no se obtuvo ningún paciente positivo para el gen 

mcr-1 que conviva con estos animales (Yi-Yun L. et al., 2016). Otro dato llamativo es que 

4 pacientes no poseían ningún animal, pero presentaron el gen mcr-1, este dato puede ser 

explicado ya que el centro de salud de donde se tomaron las muestras se encuentra en el área 

rural de la ciudad de Quito donde habitan una gran cantidad de animales de granja 

especialmente mamíferos, por lo tanto puede que el gen haya sido contraído al tener un 

contacto indirecto con estos animales (Brito J. et al., 2019). 

Según el alimento consumido por el paciente previo a acudir al centro de salud, se pudo 

determinar que por la gran variabilidad de respuestas, no es posible establecer una relación 

directa entre el alimento y la presencia de Escherichia coli con el gen mcr, sin embargo en 

Argentina Domínguez (2019) presento un reporte en el cual analizó muestras de pollos de 

corral Escherichia coli mcr-1 positivos frente a reportes de Escherichia coli mcr-1, 

mostrando una diseminación efectiva por transferencia horizontal mediada por plásmidos ya 

que se observó los mismos plásmidos de los aislamientos en pollos como en los de humanos 

(Dominguez et al, 2019). Sin embargo, 4 pacientes positivos para Escherichia coli portador 

del gen mcr-1 refirieron haber consumido carnes rojas previa a la recolectar sus muestras 

fecales, esto puede deberse a la falta de cocción de los alimentos, los cuales pueden ser 

portadores del gen mcr-1 y de esta manera haberse transferido a los pacientes. También es 

importante mencionar que existe una mayor detección del gen mcr-1 en alimentos que se 

consumen sin cocinar o son procesar como vegetales o frutas, pudiendo explicar que en este 

estudio 2 pacientes que consumieron vegetales previos a la entrega de sus muestras fecales, 

resultaron ser positivos para el gen mcr-1 (Yang F. et al., 2019). Es importante destacar que 

la aplicación de estiércol animal como abono para plantas productoras de alimentos es un 

factor predisponente para la transmisión de bacterias productoras de mcr-1 (Zheng B. et al., 
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2017). En un estudio realizado en Egipto se detectó el gen mcr-1 en lácteos de venta popular, 

lo que sugiere que puede existir una relación de transferencia de genes horizontal entre los 

2 pacientes positivos para el gen mcr-1 y haber consumido este alimento (Hammad A. et al, 

2019).  Aunque hay datos limitados sobre la diseminación del gen mcr-1 en huevos de gallina 

y embutidos para consumo humano, la presencia Escherichia coli y Salmonella spp. en aves 

de corral y granjas porcinas son considerados un factor de riesgo directo al ser capaces de 

transferir genes de resistencia como BLEE y mcr (Del Bianco F. et al., 2018) (Verraes C. et 

al., 2013). 

Finalmente cabe destacar que la resistencia al gen mcr esta mediada por plásmidos, en un 

estudio del estado del arte realizado a nuestra región Sudamérica y el Caribe sobre la 

prevalencia del gen mcr, se encontró que el plásmido IncX4 es el más frecuente en este 

territorio, pudiendo ser el vector clave responsable de la diseminación del gen mcr-1 en 

América Latina (Mendes V. et al., 2019). 

5.2 CONCLUSIONES 

La prevalencia obtenida en este estudio sobre la detección del gen mcr y sus variantes sugiere 

que la propagación del gen mcr-1 es alta a nivel comunitario, en los pacientes que acuden al 

Centro de Salud de Guamaní, lo que representa un mecanismo de resistencia relevante en 

contexto, por lo tanto, debe prestarse mucha atención a la detección oportuna de este gen. 

Aunque no se encontró una relación estadísticamente significativa entre el alimento 

consumido antes de acudir al centro de salud, varios estudios demostraron que el gen mcr-1 

podría ser capaz de transmitirse horizontalmente  a través de la cadena alimentaria, 

generalmente entre aves y humanos, por sus numerables reportes actualmente. 
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Por la gran variedad de datos respecto al animal de convivencia con los pacientes, se 

determinó que no existe una relación estadísticamente significativa entre ser portador de 

Escherichia coli positivo para el gen mcr y poseer un animal doméstico o de granja, existen 

varios estudios que apoyan posibilidad de transmitir el gen mcr-1 de animales domésticos o 

de compañía hacia los humanos, especialmente perros y gatos.  

Respecto a la relación entre la edad y genero de los pacientes con ser portador de Escherichia 

coli positivo para el gen mcr-1, la prueba estadística de chi cuadrado demostró que no existe 

relación significativa entre estas variables, no obstante se observó que en esta población la 

mayor prevalencia de casos se reportó en niñas con una media de edad de 5,7 años. 

Las cepas de Escherichia coli portadoras gen mcr-1 y el gen CTX-M 15, presentaron un 

patrón esperado en la CIM, con excepción de 2 muestras 1,33% de mcr-1 que resultaron 

sensibles a colistín, posiblemente esta condición se encuentra asociada a diferentes genes 

que confieren resistencia cromosómica a variantes del gen mcr-1 o a los polipéptidos de las 

Enterobacteriaceae. 

 Por la importancia que presenta este antibiótico utilizado de última línea para tratamientos 

hospitalarios contra bacterias Gram negativas, es importante conocer el tipo de mcr que 

puede manifestarse ya que complica la interpretación del perfil de susceptibilidad manual o 

automatizado, de aquí la importancia de confirmar fenotípicamente las muestras después de 

su análisis molecular. 

Si bien no existe una relación directa entre ser portado de Escherichia coli  positivo para el 

gen mcr con tener además el gen CTX-M, es muy importante garantizar una vigilancia activa 

frente a colistín mediante el método de microdilución en caldo, ya que varios países tienen 

como protocolo solamente investigarlo si el perfil de susceptibilidad del primer análisis, 
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resulta resistente a carbapenémicos, pudiendo generar una diseminación silenciosa de genes 

de resistencia como mcr y sus variantes. 

Esta información actualizada sobre la aparición de genes mcr en aislamientos bacterianos en 

heces de humanos es esencial para anticipar las tendencias a futuro con respecto a la 

prevalencia y la diseminación de la resistencia por plásmidos al colistín. 

5.3 RECOMENDACIONES 

Es recomendable realizar de manera prioritaria, estudios epidemiológicos para evaluar la 

prevalencia del gen mcr y sus variantes, así como la administración de antibióticos con la 

finalidad de monitorear multirresistencias, evitando la propagación de estos mecanismos de 

resistencia. 

La monitorización continua es muy importante para determinar la prevalencia del gen mcr y 

sus variantes entre bacterias gran negativas tanto en humanos, animales y medio ambiente. 

Por la elevada prevalencia del gen mcr-1 encontrada en Escherichia coli, se recomienda 

continuar con estudios complementarios que puedan identificar las variantes del gen mcr-1 

como la caracterización y secuenciación del plásmido responsable de su expresión. Así como 

alinear los resultados para compararlos con la base de datos en el GeneBank. 

Debido a que ciertas muestras presentaron el gen mcr pero no expresaron resistencia, es 

recomendable realizar estudios mediante Real Time PCR para conocer de manera 

cuantificada la cantidad de ADN presente. 

La reevaluación de la aplicación de colistín en animales como promotor de crecimiento y a 

su vez la implementación de un cribado constante de animales en pie y carne a la venta para 

genes mcr sería una medida muy importante para prevenir la propagación de estos genes a 

humanos por transferencia horizontal. 
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Se podría profundizar estudios sobre la prevalencia del gen mcr a nivel hospitalario, y entre 

comunidades de la costa, sierra y oriente ecuatoriano con el fin obtener datos que aporten 

para su control. 

Es importante prestar atención a los protocolos utilizados por los laboratorios ya que se 

puede pasar por alto diferentes fenotipos de mcr ya que suelen ser susceptibles a 

carbapenémicos, y esto puede contribuir a la diseminación silenciosa de la resistencia al 

colistín. De todos modos, se debería hacer conocer a todos los laboratorios de microbiología 

del país sobre el manual de vigilancia de resistencia a los antimicrobianos dotada por el 

INSPI para conocer cómo proceder. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Materiales, reactivos y equipos del laboratorio. 

 

Reactivos, Agares y otros Materiales Equipos 

- MacConkey  

- TBX Agar BD 

- TE 1X 

- Agarosa 

- Green Taq 

- Ladder 100pb 

- Primers reverse 1,2,3,4 y 5 

mcr 

- Primers forward 1,2,3,4 y 5 

mcr 

- Bromuro de etidio 

- PCR kit 

- Cajas mono Petri 

- Asas calibradas 

- Tubos Eppendorf de 2 ml 

- Tubos Eppendorf de 1 ml 

- Guantes de manejo 

- Gradillas 

- Tubos de vidrio de 10 ml 

 

- Termociclador 

BioRad C-1000 

- Termomixer 

- Pipetas 

automáticas 

- Centrifuga 

- Incubadora 
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Anexo 2. Autorización por parte del INSPI-Quito 
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Anexo 3. Aprobación del CEISH INSPI LIP. 
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Anexo 4.  Autorización de la Dirección Nacional de Inteligencia Para La Salud  
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Anexo 5. Consentimiento Informado Proyecto AGISAR – INSPI 

 

Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública 

Consentimiento Informado 

Título de la investigación: Prevalencia y resistencia antimicrobiana en Campylobacter, Salmonella y E. coli 

ESBL, en granjas avícolas, carne de aves de corral y casos de gastroenteritis en humanos de octubre 2017 a 

julio de 2018 en el Distrito Metropolitano de Quito.  

Versión y Fecha: Versión #1, 20 de noviembre 2017 

Centro de Investigación: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia Universidad Central del Ecuador, 

Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública.  

Investigador Principal: Dr. Christian Vinueza, M.Vet.Sci, M.Tro.Ani.H. PhD 

Información y contactos: Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

Unidad de Investigación de Enfermedades Transmitidas por Alimentos y 

Resistencias a los Antibióticos (UNIETAR) 

Universidad Central del Ecuador, Gerónimo   y Gato Sobral   Tel. (+593) 

999831304 

E-mail: cvinueza@uce.edu.ec 

Co-investigador: MSc José Eduardo Villacis Acuña., responsable del Centro de 

Referencia Nacional de Resistencia Antimicrobiana, T: (+593) 02552715 / (+593) 

02509625 

1. Introducción 

Usted ha sido invitado a participar en esta investigación que tiene por objetivo comprender cómo las 

enfermedades causadas por microorganismos en pollos pueden ser transmitidas a los seres humanos y causar 

gastroenteritis. Si usted quiere participar, puede tomarse un tiempo para decidir con su familia si desea o no 

participar. Este formulario incluye un resumen de la información que los investigadores quieren compartir con 
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usted. Si decide participar en este estudio, usted recibirá una copia de este documento.  Por favor haga todas 

las preguntas que desee para comprender bien la propuesta de este estudio. 

2. ¿Cuál es la propuesta de este estudio?   

Este es un proyecto de investigación de La Universidad Central del Ecuador y el Instituto Nacional de 

Investigación en Salud Pública que tiene por objetivo entender cómo las enfermedades causadas por 

microorganismos en pollos pueden ser transmitidos a los seres humanos. El objetivo general es mejorar la salud 

por medio de una mejora más efectiva y eficiente en la crianza de aves usadas para consumo y del sistema de 

vigilancia de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) del sistema nacional de salud. Los objetivos 

de este estudio son determinar si los microorganismos que más comúnmente portan las aves son transmitidos 

y causantes de gastroenteritis en los seres humanos. Caracterizar las prácticas de manejo en la producción de 

aves de corral que permiten la transmisión de enfermedades causadas por microorganismos a las personas y 

mejorar el sistema de vigilancia de las ETAS.  

3. ¿Existen beneficios para usted, como participante y/o para la comunidad?  

Se realizarán análisis de laboratorio de las heces de su persona o hijos (coproparasitarios y bacteriológicos) y 

se le entregarán los resultados dentro de 15 días desde la fecha de entrega de la muestra siempre que estas se 

encuentren dentro de los criterios de inclusión del estudio, es decir que cumplan con ciertos requerimientos 

emitidos por el personal de laboratorio capacitado para ello.  

4. ¿Cuánta gente estará participando en este estudio?  

300 personas mayores de 2 años que vivan en el Distrito Metropolitano de Quito. 

5. ¿Cómo se llevará a cabo este estudio?   

Primero, le voy a leer el formulario de consentimiento, luego le haré un cuestionario que tiene que responder 

oralmente. Luego le pediremos que nos permita usar para el estudio la muestra de heces frescas suya o de su 

niño/a que fue llevada al centro de salud donde fue atendido. Nosotros analizaremos la muestra en busca de 

signos de exposición a bacterias provenientes de los pollos. Esto nos ayudará a encontrar si usted o su niño/a 

ha sido expuesto a estas bacterias y si fueron las causantes de la gastroenteritis.  
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6. ¿Cuánto de mi tiempo necesita este estudio?  

La explicación del estudio tomará 5 minutos, y contestar la encuesta entre 5 minutos, un total de 

aproximadamente 10 minutos de su tiempo.  

7. ¿Cuáles son los riesgos de participar en este estudio?  

No existen riesgos por participar en esta encuesta, ni riesgos médicos para usted, su hijo o hija por participar 

en este estudio. 

8. ¿La información de las muestras colectadas será confidencial?   

Lo que hablemos con respecto a usted o su niño/a se mantendrá en privado, para proteger la privacidad de 

usted, su niño/a. Mantendremos los registros bajo un código en lugar de su nombre. Mantendremos los registros 

en un lugar seguro y solo el personal del estudio podrá usarlos. Su nombre o el de su niño/a, u otra información 

que pueda señalar a usted o a otros miembros de la familia no serán presentados en este estudio o resultados 

de la publicación. 

El Comité de Bioética del Instituto Nacional de Investigación en Salud Pública, es una entidad que tiene acceso 

a la información por seguridad y asuntos éticos para supervisar la seguridad de la investigación y su 

cumplimiento. 

Solo la gente directamente involucrada con la investigación, que son Dr. Christian Vinueza y MSc. José 

Eduardo Villacis, sabrán su nombre.   

o Su nombre no será mencionado o incluido en ninguna publicación o reporte. 

o La información será guardada y almacenada de la siguiente manera: El cuestionario y todas las 

muestras serán rotulados con un código. Su nombre únicamente estará en el consentimiento 

informado que será guardado por separado.  Su nombre no estará ni en el cuestionario ni en las 

muestras. Las muestras pueden ser almacenadas por 3 años después de su completo estudio. Esto 

quiere decir que se guardarán hasta que se hayan completado todos los análisis de laboratorio, 

incluyendo la investigación de otros tipos de microorganismos, de ser necesario. Las muestras se 

descartarán luego de 3 años después de que se haya completado el estudio a menos de que usted 

permita que los investigadores almacenen su muestra para futuros usos.   
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9. ¿Cuáles son sus opciones? 

La participación en este estudio es voluntaria. Después de que haya escuchado toda la información, usted puede 

escoger si participa o no, o puede retirarse en cualquier momento durante la entrevista. 

Si usted accede a participar, debe firmar 2 copias de este consentimiento. Una es para que usted la guarde; yo 

también firmaré en esa copia. El consentimiento tiene información acerca del estudio así como nuestros 

contactos. El otro formulario de consentimiento nos sirve para tener un registro de que usted accedió a ser parte 

de este estudio.  Este será archivado en sobre sellado, separado de cualquier resultado del estudio. No existe 

un número en este consentimiento. Solo el Investigador Principal (Christian Vinueza, PhD) y el Co-

Investigador (José Eduardo Villacís, MSc.) tendrán acceso a estos archivos.   

10. ¿Cuánto tiene que pagar para participar en este estudio? 

Usted no debe pagar por participar en este estudio. 

11. ¿Usted recibirá algún pago por participar en este estudio? 

Usted no recibirá ningún pago por haber participado en este estudio.  

12. ¿Qué derechos tiene usted si participa en este estudio? 

La participación en este estudio es voluntaria. Después de que usted haya escuchado toda la información leída, 

usted puede escoger no participar, o puede retirarse en cualquier momento de la entrevista. 

13. ¿A quién debe llamar si tiene alguna pregunta o problema? 

Si tiene alguna pregunta acerca de este estudio, por favor llame o envíe un e-mail a: Co-Investigador: MSc 

José Eduardo Villacis Acuña., responsable del Centro de Referencia Nacional de Resistencia Antimicrobiana, 

T: (+593) 02509625 (+593) 02552715 

14. Consentimiento Informado: 

Entiendo los riesgos y beneficios de mi participación en este estudio de investigación. He tenido suficiente 

tiempo para revisar este documento, y el lenguaje usado fue claro. Todas mis preguntas han sido respondidas 

y he recibido una copia del formulario de consentimiento informado. 
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Acepto que los investigadores usen mi muestra fecal o la de mi           SI (   )   NO  (    )   

Hijo/a. 

Permito que los investigadores almacenen la muestra de heces  

para futuros estudios de diarreas:                       SI (   )   NO  (    ) 

(A los padres/cuidador(a)) Me han explicado oralmente de qué se trata  

el estudio y he contestado todas mis dudas y preguntas. Acepto que los    

investigadores usen la muestra de las heces fecales para análisis       SI (    )    NO  (    ) 

Datos del Participante: 

Nombres Completos del paciente:  

Edad del paciente: 

Nombres completos padre/madre o cuidador:  

Número telefónico fijo y celular: 

Dirección: 

Género:  

Por medio del presente acepto voluntariamente participar en este estudio firmando a continuación. 

              

Firma del participante o representante legal (para menores)   Fecha  

Nombre del investigador que explicó el consentimiento informado: ____________________ 

   

        ______     

Firma del investigador        Fecha 
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Cuestionario Flash: 

 

No. PREGUNTA RESPUESTA CÓDI

GO 

SALT

O 

1 

 

¿Qué alimento consumió antes de 

presentar el episodio de diarrea? 

 

Anotar específicamente el alimento 

consumido  

 

Qué alimento: __________________ 

No responde: x 

  

2 

 

¿Dónde consumió este alimento? 

En casa: 1 

Mercado:2 

Restaurante:3 

Otro: __________________:4  

No responde: x 

  

3 

¿Consume carne? ¿Con que 

frecuencia a la semana? 

Si: 1 

No: 0 

A veces:2 

Anotar frecuencia: __________________ 

No responde: x 

  

4 ¿Qué tipo de carne? Pollo:1   
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Carne:2 

Pescado:3 

Otra:4 

Otros tipos de carne? : __________________ 

No responde: x 

5 ¿Dónde compra la carne? 

Despensa del barrio: 1 

Mercado:2 

Supermercado:3 

Criadero:4 

Son mis propios animales:5 

Otro: __________________:6  

No responde: x 

  

6 

¿Posee animales en la casa? Si: 1 

No:0 

No responde: x 

  

7 

¿Qué tipo de animales? Perros: 1 

Gatos:2 

Pájaros:3 

Cerdos:4  

Vacas:5 
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Ovejas: 6 

Gallinas:7 

(Colocar todas las especies animales 

encontradas en el hogar) Otro: 

__________________ 

No responde: x  

8 

¿Ha tomado antibióticos alguna vez? 

(EXPLICAR) 

Si: 1 

No: 0 

 No recuerda: 2 

No responde: x 

  

9 

¿Su médico le ha recetado los 

antibióticos? 

Si: 1 

No: 0 

 No recuerda: 2 

No responde: x 

  

10 

¿Recuerda cuándo fue la última vez que 

tomo antibióticos? y ¿cómo se 

llamaban? 

Si: 1 

No: 0 

Nombre: __________________ 

No responde: x 

  

11 

¿Para comprar los antibióticos tuvo que 

presentar la receta médica? 

Si: 1 

No: 2 

No responde: x 
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Anexo 6. Protocolo de microbiología para la identificación de Escherichia coli mediante 

cultivo y pruebas microbiológicas. 

1. Procesamiento de las muestras de heces 

  1.1. Siembra de las muestras de heces en agar MacConkey.  

  1.2. Incubar a 37°C  

  1.3. Observar crecimiento a las 24 horas  

2. Evaluación de colonias presuntivas de Escherichia coli 

   2.1. Evaluar la morfología macroscópica de las colonias con el fin de evidenciar colonias medianas, 

circulares y convexas con bordes definidos redondeados, fermentadoras de lactosa, con un color 

rosado.  

  2.2. Evaluar la morfología microscópica por tinción GRAM buscando bacilos GRAM negativos.  

3. Verificación a través de las pruebas bioquímicas 

   3.1. Prueba de Indol  

  3.2. Prueba de H2S  

  3.3. Prueba de motilidad  

  3.4. Prueba de RM/VP 

  3.5 Prueba de TSI  

5. Almacenamiento de la cepa 

  5.1. Almacenamiento de la cepa en TE y en BHI+glicerol al 10% a una temperatura de -70°C. > 
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Anexo 7. Control de la calidad de los medios de cultivo según los parámetros del CLSI 2017 

y la norma ISO/TS11133-2.  

AGAR MacCONKEY 

Microorganismo Características Selectividad Productividad Resultado 

Escherichia coli 

ATCC® 25922 

Colonias rosadas y 

bacilos Gram 

negativos 

No Si Conforme 

     

     

  Agar MacConkey Agar Mueller Hinton Resultado 

Color  Rojo Ámbar Conforme 

Volumen  25 mL c/u 25 mL (4 mm) c/u Conforme 

Presentación  Mono Petri plástico Mono Petri plástico Conforme 

ph  7.1 7.3 Conforme 

Esterilidad  Sin crecimiento Sin crecimiento Conforme 
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Anexo 8. Protocolo estandarizado de PCR convencional del laboratorio INSPI Quito - RAM. 

 

Equipo: BioRad 1000 

ETAPA I: Preparación de reactivos 

1. Limpieza de la cabina con alcohol y ARNasas 

2. Colocar el material necesario 

N° Material 

1 Puntas de 0,2-10uL 

2 Puntas de 2-20uL 

3 Puntas de 20-200uL 

4 Guantes 2 pares 

5 Tubos de 500uL (ya rotulados) 

6 Marcador Sharpie 

7 Agua molecular 

 

3. UV durante 20 min 

4. Añadir 66uL de Agua molecular al tubo de tapa verde (primers, sondas) 

5. Añadir 66uL de Agua molecular al tubo de tapa blanca (primers, sondas y DNA de 

IC) 
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6. Añadir 40uL de Agua molecular a cada estándar (ya están reconstituidos, están 

realizados alícuotas de 5uL) 

7. Añadir 40uL de Agua molecular al tubo de tapa transparente, CONTROL + (mezclar 

pipeteando 10 veces de arriba abajo, concentración final: 105 por cada 5uL) 

8. Almacenar los reactivos a -20°C 

ETAPA II: Preparación de Máster Mix 

1. Limpieza de la cabina con alcohol y ARNasas 

2. Colocar el material necesario 

N° Material 

1 Puntas de 0,2-10uL 

2 Puntas de 2-20uL 

3 Puntas de 20-200uL 

4 Placa de PCR 

5 Sellador FLU 

6 Sellante (plástico) 

7 Guantes 2 pares 

8 Tubos de 500uL (2) 

9 Marcador Sharpie 
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10 Agua molecular 

 

3. UV durante 20 min 

4. Determinar el tamaño muestral. 

5. Preparación de la Taq Man: pipetear 60uL del vial 1B al 1A, identificar con el rótulo 

que viene en el kit y almacenar a -20°C. 

6. Realizar cálculos para preparación de la Máster Mix según el volumen de muestras. 

7. Mezclar despacio, spin y transferir 15uL para cada pocillo a utilizar. 

ETAPA III: Dispensar ADN 

1. Preparar los ADN para dispensar 

2. Añadir 5uL de ADN de muestra, STD o controles  

3. Dispensar en el gel de agarosa  

4. Una vez dispensado el ADN, sellar la placa y asegurar. 

 

 

 

 

 

Fuente: ECDC, 2012/ ROCHE 
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Anexo 9. Componentes de la reacción de PCR para mcr y CTX-M.  

 

Componente Volumen Concentración final 

GoTaq® Green Master Mix 2X 15 µl 0,96X 

Agua molecular 3 µl N. A 

mcr 1 Primer forward 0.5 µl 0.4µM 

mcr 1Primer reverse 0.5 µl 0.4 µM 

mcr 2 Primer forward 0.5 µl 0.4µM 

mcr 2 Primer reverse 0.5 µl 0.4 µM 

mcr 3 Primer forward 0.5 µl 0.4µM 

mcr 3 Primer reverse 0.5 µl 0.4 µM 

mcr 4 Primer forward 0.5 µl 0.4µM 

mcr 4 Primer reverse 0.5 µl 0.4µM 

mcr 5 Primer forward 0.5 µl 0.4µM 

mcr 5 Primer reverse 0.5 µl 0.4 µM 

ADN bacteriano/control 2 µl < 250 ng 

Volumen final 25 µl  

Elaborado por: De La Torre, K. Obtenido de: (Rebelo et al., 2018). 
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Componente Volumen Concentración final 

GoTaq® Green Master 

Mix 2X 

12 µl 0,96X 

Agua molecular 10 µl N. A 

Primer forward 10 µM 1 µl 0.4µM 

Primer reverse 10 µM 1 µl 0.4 µM 

ADN bacteriano/control 1 µl < 250 ng 

Volumen final 25 µl  

Elaborado por: De La Torre K. 
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Anexo 10. Condiciones para la amplificación del gen mcr y sus variantes y para el gen CTX-

M. 

Procedimiento Temperatura Tiempo # Ciclos 

Denaturación inicial 95°C 3 minutos 30 

Denaturación 98°C 30 segundos 30 

Hibridación 58°C 30 segundos 30 

Extensión 72°C 1 minuto 30 

Extensión final 72°C 5 minutos 30 

Elaborado por: De La Torre K. 

 

Procedimiento Temperatura Tiempo # Ciclos 

Denaturación inicial 95°C 3 minutos 30 

Denaturación 95°C 30 segundos 30 

Hibridación 52°C 30 segundos 30 

Extensión 72°C 1 minuto 30 

Extensión final 72°C 5 minutos 30 

Elaborado por: De La Torre K. 
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Anexo 11. Manejo posterior de muestras y resultados del estudio. 

 

Los desechos biológicos de este estudio fueron descartados por el departamento de desechos 

del INSPI-Quito, siguiendo las normas de bioseguridad del instituto detalladas en el Anexo 

14. Los desechos del área de bacteriología fueron autoclavados y desechados en fundas rojas 

rotulados como desechos infecciosos. Los desechos tóxicos utilizados en biología molecular 

como el bromuro de etidio fueron desechados en envases herméticos de polipropileno con 

carbón activado y rotulado como sustancias químicas peligrosas; todos estos desechos fueron 

entregados a GADERE S.A que es la empresa encargada de la gestión ambiental de residuos.  

El ADN obtenido en el estudio se almaceno en el cepario del INSPI Quito, y permanecerá 

por un periodo de 7 años hasta que se procederá a descartarlo siguiendo las normas de 

bioseguridad dadas por el INSPI – Quito. 

La información obtenida en el estudio permanecerá guardada por un periodo de 7 años en la 

computadora propiedad de INSPI y manejada por el tutor, posterior a esto la información 

será destruida.  
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Anexo 12. Protocolo de purificación de amplicones. 

 

1. Mezclar en partes iguales el reactivo membrane binding con los amplicones. 

2. Dejar a temperatura ambiente por un minuto en reposo. 

3. Armar la columna de purificación y añadir la mezcla anterior. 

4. Dejar a temperatura ambiente por un minuto en reposo. 

5. Añadir 700 µl del reactivo membrane wash. 

6. Centrifugar a 14.000 rpm durante un minuto. 

7. Desechar el sobrenadante del tubo colector. 

8. Secar el tubo. 

9. Añadir 500 µl del reactivo membrane wash. 

10. Centrifugar durante cinco minutos a 14.000 rpm. 

11. Desechar el sobrenadante del tubo colector. 

12. Secar el tubo. 

13. Centrifugar durante un minuto a 14.000 rpm. 

14. Colocar la columna en un tubo Eppendorf® de 1.5 ml. 

15. Añadir 50 µl de agua molecular nuclease free. 

16. Dejar a temperatura ambiente por un minuto en reposo. 

17. Centrifugar durante un minuto a 14.000 rpm. 

18.  Quitar columna, tapar y sellar con Parafilm el producto final decantado.  

19. Identificar de acuerdo con lo solicitado.  
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Anexo 13. Control de calidad de la PCR. 

Protocolo: MCR 1-5 Responsable: Kenny De La Torre S. 

 

Fecha de realización: 09-01-2019 

 

MÁSTER MIX MULTIPLEX 

REACTIVOS CONCENTRACIÓN C+ C- 

Agua molecular - 3 µl 3 µl 

Forward mcr 1 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Reversemcr 1 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Forward mcr 2 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Reversemcr 2 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Forward mcr 3 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Reversemcr 3 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Forward mcr 4 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Reversemcr 4 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 
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Forward mcr 5 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl 

Reversemcr 5 µM 0.4 µM 0.5 µl 0.5 µl   

TAQ 2X 0.96X 15 µl 15 µl   

C+ - 2 µl -   

C- - - 2 µl   

VOLUMEN FINAL - 25 µl 25 µl   

Protocolo: MCR 1-5 Responsable: Kenny De La Torre S. Fecha de realización: 09-01-2019 

ELECTROFORESIS 

CARACTERÍSTICAS CONDICIONES 

Agarosa 2% 

Vol. amplicón 4 µl 

Voltaje 85 V 

Tiempo 45 min 

Ladder 2 µl 

Tinción Et Br 

Vol. TAE 1X 1 L 
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Anexo 14. Protocolo de eliminación de desechos biológicos. 

 

✓ Los medios de cultivo listos para su eliminación serán transportados en contenedores, los 

mismos que serán auto clavados como medida de eliminación de microorganismos. En el 

caso de material de plástico, se emplearán bolsas autoclavables  

✓ El material usado en la esterilización de material contaminado deberá ser resistente, para 

evitar riesgos de ruptura y derrame en la recolección y el transporte. 

✓ Se deberá controlar la efectividad de la esterilización a través de indicadores físicos y 

químicos (cinta adhesiva) 

✓ Al momento de iniciar la esterilización en autoclave se deberá alcanzar los 121°C, a partir 

del cual se tomará el tiempo de 1 hora.  

✓ En caso del uso de objetos cortopunzantes como por ejemplo puntas de vidrio, 

inmediatamente después de utilizados se depositarán en recipientes de plástico duro o metal 

con tapa, con una abertura a manera de alcancía, que impida la introducción de las manos.  

✓ Cabe indicar que el tratamiento de los desechos infecciosos y especiales se debe ejecutar en 

cada establecimiento de salud, en este caso el INSPI-CZ9, para lo que se tomará en cuenta 

el Reglamento para el Manejo de Desechos en Establecimientos de Salud, a fin a las 

disposiciones del Ministerio de Salud Pública.  

 

 

 

Fuente: OMS/PAHO 


