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RESUMEN 

La resistencia antimicrobiana es un problema que se ha evidenciado con mayor fuerza en 

los últimos años y a nivel mundial. El presente estudió buscó determinar si existe 

concordancia entre la presencia de genes de resistencia a antibióticos (blaCTX-M-15 y 

floR) en muestras pareadas de heces de madres y de sus bebés menores de 2 años en zonas 

urbano-marginal en el distrito de Villa El Salvador, Lima-Perú. Se extrajo el material 

genético seguido de la verificación de la calidad del ADN por medio de 

espectrofotometría ultravioleta. Se realizó la amplificación de los genes de resistencia 

blaCTX-M-15 y floR mediante PCR, seguido de la detección del amplicón por 

CRISPR/Cas12a. En madres y niños, se reporta mayor prevalencia para el gen floR 

(54,55%), el cual produce resistencia al grupo de antibióticos anfenicoles, cuyo uso es 

principalmente en animales. En cambio, blaCTX-M-15, que produce resistencia a 

antibióticos de uso humano, reportó menor prevalencia (31,31%). Asimismo, se 

determinó una concordancia ligeramente positiva, pero significativa entre la presencia del 

gen blaCTX-M-15 en las muestras de madres y sus hijos, y no se encontró concordancia 

para el gen floR; sin embargo, no se descarta la hipótesis de relacionar la presencia del 

gen a otros factores ambientales.  

 

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, genes de resistencia, blaCTX-M-15, floR, 

CRISPR/Cas12a, concordancia, madre, bebé.
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ABSTRACT 

Antimicrobial resistance is a problem that has become more evident in recent years and 

worldwide. The present study sought to determine if there is concordance between the 

presence of antibiotic resistance genes (blaCTX-M-15 and floR) in paired stool samples 

from mothers and their infants under 2 years of age in urban-marginal areas in the district 

of Villa El Salvador, Lima-Peru. Genetic material was extracted followed by verification 

of DNA quality by ultraviolet spectrophotometry. Amplification of the resistance genes 

blaCTX-M-15 and floR was performed by PCR, followed by detection of the amplicon by 

CRISPR/Cas12a. In mothers and children, a higher prevalence was reported for the floR 

gene (54.55%), which produces resistance to the amphenicol group of antibiotics, whose 

use is mainly in animals. In contrast, blaCTX-M-15, which produces resistance to 

antibiotics for human use, reported a lower prevalence (31.31%). Likewise, a slightly 

positive but significant concordance was found between the presence of the blaCTX-M-

15 gene in the samples of mothers and their children, and, and, no concordance was found 

for the floR gene;however, ; however, the hypothesis of associating the presence of the 

gene to other environmental factors is not ruled out.  

 

Keywords: Antimicrobial resistance, resistance genes, blaCTX-M-15, floR, 

CRISPR/Cas12a, concordance, mother, baby.
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Resistencia antimicrobiana 

La resistencia antimicrobiana (RAM) es un problema que se ha evidenciado con mayor 

fuerza en los últimos años y a nivel mundial [1], manifestándose como una amenaza a la 

salud de las personas y ocasionando que los tratamientos contra distintas enfermedades 

no sean eficientes para combatirlas, provocando un mayor uso de los antibióticos de 

última línea. La RAM se produce cuando los microorganismos (bacterias, virus, hongos 

y parásitos) mutan o adquieren genes que les permiten sobrevivir a la acción del 

antimicrobiano [2]. Los mecanismos básicos de la RAM son modificación de la pared 

celular, inhibición de rutas metabólicas, entre otros [3]. Sin embargo, además de las 

mutaciones, el fenómeno de resistencia también puede expresarse entre bacterias 

mediante plásmidos, integrones, entre otros.  

 

En un análisis realizado por Murray et al. [4], se investigó el impacto de las infecciones 

relacionadas con la RAM. El estudio utilizó un enfoque sistemático y un metaanálisis 

para estimar el número de muertes asociadas con la RAM en el año 2019. Los resultados 

revelaron que se estimaron aproximadamente 4.95 millones de muertes relacionadas con 

RAM en ese año, de las cuales 1.27 millones fueron directamente atribuibles a la 

resistencia antimicrobiana. Estas muertes situaron a la RAM como una de las diez 

principales causas de muerte a nivel mundial. Por ende, es necesario comprender los 

mecanismos de transmisión de la resistencia antimicrobiana en las bacterias.  

 

El intestino aloja distintas bacterias como probióticos o patógenos, los cuales pueden 

representar o no un microbioma intestinal saludable y estable. Ante distintas situaciones, 

como es el consumo excesivo de antibióticos; el microbioma puede alterarse, 

convirtiéndose en un reservorio de bacterias que contengan genes de resistencia 

antimicrobiana (GRA) [5].   

 

Múltiples investigaciones en Perú han descrito el desarrollo de RAM en niños e infantes. 

En el estudio de Murray et al. [6], compararon el perfil de resistencia de Escherichia coli 

de muestras de heces de humanos que estuvieron expuestos frente a diferentes niveles de 

contacto con carne de pollo (vendedores de pollo en mercados locales, adultos no 

vendedores y bebés de un estudio de cohorte en curso); y encontraron que los bebés tenían 
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perfiles de resistencia similares a los vendedores de pollo al demostrar resistencia a 

múltiples antibióticos. Incluso, los bebés presentaron tasas más altas de resistencia 

fenotípica a amoxicilina y trimetoprima/sulfametoxazol que los adultos, siendo los 

porcentajes de multidrogo resistencia 48.3%, 38.1% y 22.9% para bebés, vendedores, y 

no vendedores de pollo, respectivamente.  

 

Asimismo, en el estudio de Alzamora et al. [7] se evaluó la resistencia antimicrobiana en 

niños sanos de 6 a 13 meses durante seis meses, observando un aumento gradual en la 

resistencia. Los mayores índices se encontraron para cotrimoxazol (49,1%), ampicilina 

(48,0%) y ácido nalidíxico (31,8%), con un 34% de los aislados mostrando resistencia a 

múltiples drogas. Las tasas de niños infectados con cepas multidrogo resistentes son cada 

vez más altas en diferentes partes del mundo. Calderón et al. [8], en Ecuador, demostraron 

que, de 405 aislamientos de E. coli recuperados de muestras fecales de niños, sólo el 

30,1% fueron susceptibles a todos los antimicrobianos probados mientras que, 

aproximadamente, el 50% fueron resistentes a tres o más antimicrobianos. Esto sugiere 

que la RAM es un problema creciente que afecta en los primeros años de vida a nivel 

mundial mostrando resistencia a múltiples fármacos [9].  

 

En una población vulnerable como los niños, los padres y cuidadores tienen la 

responsabilidad de proteger la microbiota de los bebés de bacterias portadoras de GRA, 

dado que su exposición podría tener graves consecuencias en la salud [2]. En general, se 

han identificado varias causas de la resistencia antimicrobiana, como el uso 

inadecuado/excesivo de antibióticos y el control deficiente de infecciones en hospitales y 

clínicas [10]. Específicamente en niños, el estudio de Lietzau et al. [11], que analizó 

muestras de heces de niños de 6 meses a 4 años, encontró una alta prevalencia de cepas 

de E. coli resistente a antibióticos comunes (ampicilina, doxiciclina y cotrimoxazol), 

relacionada con factores de riesgo. Destacaron que el contacto en el hogar es crucial para 

la colonización de E. coli resistente en la comunidad, facilitando tanto la transmisión 

vertical de madres a hijos y la transmisión horizontal entre bacterias.  

 

1.2. Transmisión vertical de resistencia antimicrobiana 

La transmisión vertical se refiere a la transferencia de bacterias resistentes o genes de 

resistencia de la madre al hijo, y es crucial debido a su impacto en el microbioma y la 
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salud del niño [12]. Actualmente, se evalúan diversos medios de esta transmisión, que 

incluyen el parto, la lactancia, la exposición a antibióticos y la higiene en el cuidado del 

bebé [13-15]. 

 

Durante el parto, se han encontrado especies similares de Bacteroides en madres e hijos, 

especialmente asociadas con el parto vaginal [16]. Dicho grupo de bacterias tienen efectos 

positivos para el bebé, sin embargo, se ha reportado la transmisión de bacterias resistentes 

a antibióticos de madre a recién nacido (p < 0,001). En mujeres embarazadas, la 

prevalencia de bacterias resistentes a los antibióticos fue del 23%, incluyendo BLEE (β-

lactamasa de espectro extendido), SARM (Staphylococcus aureus resistente a la 

meticilina) y ERV (Enterococos resistentes a la Vancomicina) con un 16 %, 6 % y 1 % 

respectivamente. De manera similar, los recién nacidos mostraron una prevalencia de 

bacterias resistentes del 9,2 %, con BLEE y SARM a 7,6 % y 1,6 % respectivamente [17]. 

Esto sugiere que la colonización ocurre durante el embarazo después de la ruptura de la 

membrana amniótica [16]. De este modo, sería importante ejercer un control estricto en 

la prescripción de antibióticos a mujeres embarazadas y lactantes [18]. 

 

Los riesgos de las bacterias resistentes a antibióticos en niños son objeto de investigación 

intensiva debido a su capacidad para complicar el tratamiento de infecciones, lo que 

puede aumentar significativamente la morbilidad y la mortalidad en los pacientes 

pediátricos.  Carvalho et al. [19], por ejemplo, analizaron muestras rectales para evaluar 

la prevalencia de β-lactamasas en madres y recién nacidos con sepsis neonatal, 

encontrando que la colonización materna con microbiota positiva para blaCTX-M-15 o 

blaNDM se asoció con la sepsis neonatal. Los bebés portadores de cepas BLEE con 

presencia de genes blaCTX-M-15 o blaOXA-48 tenían mayor riesgo de sepsis neonatal 

que los no portadores. 

 

1.3. Transmisión horizontal de resistencia antimicrobiana 

La transmisión horizontal de genes explica la transmisión genética entre cepas y especies; 

y se da comúnmente en bacterias. Este mecanismo puede ocurrir de diferentes maneras 

como la conjugación, transformación y transducción; siendo el más relacionado con la 

resistencia antimicrobiana, la conjugación bacteriana. Por medio de esta, se puede 

transferir ADN entre bacterias a través de elementos genéticos móviles (plásmidos, 
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integrones y transposones), cuya replicación sucede independientemente de los 

cromosomas. La transferencia del plásmido sucede a partir del contacto físico entre la 

célula donante y la receptora, por medio del pili (protuberancia proteínica propia de la 

célula bacteriana) [20]. En la figura 1, se esquematiza el mecanismo.  

 

 

Figura 1. Conjugación bacteriana [21].  

Una célula donante, que porta un plásmido R conjugativo (superior izquierda), extiende 

un pilus para contactar con una célula receptora compatible (superior derecha). Al entrar 

en contacto, el pilus se retrae, juntando las dos células permitiendo la transferencia de una 

de las cadenas de ADN plasmídico lineal (centro). Finalmente, ambas células construyen 

la segunda cadena para sus respectivas copias del plásmido R mediante circularización y 

síntesis de ADN. De este modo, ambas se convierten en células donantes (inferior) que 

promueven la propagación de la resistencia a los antibióticos. 

 

Esto toma relevancia cuando las bacterias son sometidas a altas presiones selectivas, 

como la presencia de antibióticos, por lo que se ven en la necesidad de diversificar 

genomas para aumentar su aptitud y su probabilidad de supervivencia [20]. Por ejemplo, 

se ha reportado que, al exponer especies Gramnegativas a concentraciones inhibitorias 

mínimas de dos antibióticos (kanamicina y estreptomicina, o gentamicina y cloranfenicol) 

aumenta la conjugación entre ellas [22, 23]. No obstante, también se ha visto que existen 

otros factores estimulantes de la conjugación, como el estado fisiológico de las células y 
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la disponibilidad de energía [24]. Al ser un mecanismo aún no comprendido en su 

totalidad, se plantea que los antibióticos actúan como señales químicas que modulan la 

transferencia de ADN [20]. 

 

1.4. Uso de genes de resistencia antimicrobiana como marcadores de RAM 

En general, el uso de marcadores genéticos permite asociar el gen a evaluar con alguna 

enfermedad o condición que se desee investigar [25]. En el contexto de la resistencia 

antibiótica, estos genes son objeto de análisis en diversas investigaciones para evaluar la 

extensión del problema y como marcadores de transmisión, incluso en situaciones donde 

no hay cultivos bacterianos disponibles. 

 

1.4.1. blaCTX-M-15 

La enzima betalactamasa CTX-M-15 es predominante en la familia CTX-M y se categoriza 

como BLEE. Esta enzima deriva de CTX-M-3, con un cambio en su estructura (la posición 

240 del aminoácido Asp a Gly) originando la enzima CTX-M-15 [26]. La familia CTX-M 

es mayormente resistente a los antibióticos betalactámicos, principalmente hidrolizan a la 

cefotaxima. Asimismo, debido al cambio en su estructura, se ha observado que la CTX-

M-15 tiene una fuerte actividad sobre ceftazidima [27]. Las bacterias que presentan el gen 

de resistencia blaCTX-M-15, mediante la expresión de la enzima CTX-M-15, logran 

hidrolizar a las penicilinas, cefalosporinas de tercera generación y monobactamas [28]. 

 

Actualmente, blaCTX-M-15 ha sido encontrado en distintos aislados tanto de muestras 

provenientes de animales como de humanos. Un estudio detectó E. coli portadora del gen 

blaCTX-M-15 obtenido de ganado, aves de corral, cerdos, e incluso alimentos cárnicos 

como carne de pavo, lo que sugiere que estos son de origen animal [29, 30]. Otros aislados 

que fueron colectados de hospitales demuestran que la mayoría de bacterias eran 

resistentes a fluoroquinolonas o cefalosporinas de amplio espectro mediada 

principalmente por CTX-M-15 [30]. 

 

Por su parte, el estudio de Brisse et al. [31] buscó probar si la distribución de los aislados 

productores de CTX-M y los aislados que no producen BLEE difería entre los principales 

grupos de E. coli. Por lo que, clasificaron 304 aislados seleccionados en los grupos A, 
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B1, B2 y D;  y demostraron que el gen blaCTX-M-15 fue el más prevalente a comparación 

de otros blaCTX-M y presentó alta frecuencia en cepas E. coli.  (Figura 2) 

 

 
Figura 2. Distribución filogenética de las enzimas CTX-M en E. coli [31] 

Los aislados productores de CTX-M se indican mediante círculos coloreados de acuerdo 

con el tipo de enzima CTX-M; siendo CTX-M-15 la de mayor predominancia (color rojo).  

 

La implementación de nuevas tecnologías de monitoreo mediante genes resistencia 

antimicrobiana proporciona un rastreo más eficaz [32]. Si bien existen pocas 

investigaciones sobre el uso de blaCTX-M-15 como marcador genético, la investigación 

de Carvalho et al. [19] demostró que existe una relación entre el desarrollo de sepsis 

neonatal y la presencia de genes de resistencia en la microbiota intestinal de madres y sus 

bebés, utilizando el gen blaCTX-M-15 como marcador para la presencia de BLEE.  

De la misma manera, Ramadan et. al [33] observaron que, entre 198 aislados clínicos 

multirresistentes, 179 (90,4%) contenían al menos un gen blaCTX-M, de los cuales el 

86,6% fueron positivos para blaCTX-M-15; y que la mayoría de los aislados positivos a 

dos genes blaCTX-M (M-1 y M-15) se encontraban dentro de los grupos altamente 

resistentes fenotípicamente. En consecuencia, lograron asociar la presencia genotípica y 

fenotípica del gen blaCTX-M-15.  

Todo ello, nos muestra la importancia de continuar estudiando la presencia de los tipos 

de blaCTX-M, en específico blaCTX-M-15 como biomarcador, el cual se encuentra 

altamente distribuido. Asimismo, el desarrollo de un mayor monitoreo de este gen de 
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resistencia antimicrobiana a nivel de salud nos permitirá conocer mejor las rutas y causas 

de su transmisión [27]. 

 

1.4.2. floR  

El florfenicol es un antibiótico análogo estructural del cloranfenicol, utilizado para el 

tratamiento de infecciones bacterianas (Grampositivas, Gramnegativas, e incluso parte de 

clamidia y rickettsia) en el ámbito veterinario. Las bacterias resistentes a cloranfenicol 

logran inactivarlo a través de una enzima que acetila los 3 grupos hidroxilos en su 

estructura; no obstante, la diferencia estructural del florfenicol evita esta inactivación, por 

lo que florfenicol resulta ser más efectivo [34]. Cabe destacar que el gen floR y sus 

análogos se han identificado principalmente en bacterias gramnegativas, mientras que los 

otros genes de resistencia al florfenicol se han detectado principalmente en bacterias 

grampositivas [35, 36]. Por otra parte, Wang et al. [36] demostró que el mecanismo 

desarrollado por el gen de resistencia floR (el cual confiere resistencia a florfenicol y 

cloranfenicol) en aislados de E. coli recolectados de mastitis bovina, sucede mediante el 

uso de una bomba de expulsión, la cual elimina las sustancias que reconoce como 

“tóxicas” hacia afuera de la célula; es decir, elimina el antibiótico. 

Se han identificado siete genes de resistencia al florfenicol (floR, fexA, fexB, pexA, cfr, 

optrA y estDL136), siendo floR el más correlacionado a la resistencia al florfenicol que 

los otros genes [37, 38].  En el estudio de Li, P et al. [37] se analizó un total de 106 bacilos 

gramnegativos resistentes al florfenicol y demostraron que alrededor del 91,51% de las 

cepas mostraron resultados positivos para este gen; mientras que solo el 4,72 % fueron 

positivos para el gen cfr, y no se detectaron otros genes conocidos de resistencia al 

florfenicol como fexA, fexB y optrA [37]. Asimismo, Ying, Y. et al. aislaron cepas de la 

familia Enterobacteriaceae de muestras fecales anales obtenidas en granjas productoras 

de animales de alimentos y encontraron resultados positivos de genes de resistencia floR 

y cfr, siendo el 64,4% positivos para floR, mientras que cfr sólo se identificó en tres cepas 

de Proteus (1,0%) [38].  

Por otra parte, el florfenicol es utilizado en premezclas de alimentos comerciales para el  

tratamiento de enfermedades entéricas y respiratorias en la crianza de aves de corral; sin 

embargo, se cree que su uso indiscriminado es uno de los factores principales para el 
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desarrollo y diseminación de la RAM [6, 39]. El estudio de Moawad et al. [40] que tuvo 

como objetivo describir la resistencia antimicrobiana de E. coli aislada de pavos sanos 

reportó que, de los genes asociados con la resistencia al cloranfenicol el 65,4 % fueron 

floR. En general, parte de la urgencia de investigar floR es su capacidad para convivir con 

otros GRA, ya que se ha observado que 34 cepas de E.coli floR-positivas fueron 

resistentes a más de siete medicamentos [37]. Las investigaciones mencionadas 

anteriormente demuestran que floR tiene alta incidencia en aves de corral; no obstante, 

floR también se ha detectado en el material genético de E. coli en bovinos y cerdos [41, 

42]. 

 

Sin embargo, algunos estudios han demostrado la presencia de floR en humanos. En la 

investigación de Murray et al. [6] se reportó que, a pesar de que florfenicol no se usa en 

humanos, la resistencia a este antibiótico fue mayor en humanos asociados al comercio 

de pollos en mercados que en otro grupo de humanos estudiado; además que el gen floR 

se encontró tanto en colonias aisladas de animales y humanos. Por ende, se cree que la 

resistencia al florfenicol en humanos puede producirse a través de la colonización por 

cepas floR-positivas de origen animal o la conjugación plasmídica de cepas animales en 

comensales humanos, ambas facilitadas por la manipulación inadecuada de la carne de 

pollo, tanto por vendedores como por consumidores [6]. Asimismo, en la investigación 

de Miranda et al. [43], se encontró el gen floR en las muestras fecales de personas con 

enfermedad renal crónica (ERC) etapa 3, 4 y 5. Estos resultados evidencian la presencia 

de floR en humanos, a pesar de que florfenicol es de uso exclusivo veterinario y el 

cloranfenicol se usa de manera restringida en personas. Además, Lu et al. [44] 

investigaron floR en aislamientos de K. pneumoniae de muestras de pacientes en un 

hospital de China, encontrando que el 7.01% (23/328) de los aislamientos fueron 

positivos para floR de los cuales, el 95.65% mostraron valores altos de CIM 

(concentración mínima inhibitoria) para florfenicol. Por lo tanto, al ser uno de los genes 

más relacionados con la resistencia al florfenicol (antibiótico de uso exclusivo en 

animales), es posible el uso del gen floR como biomarcador; pudiendo rastrearse 

directamente hasta el uso de antibióticos en animales [6].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

Y JUSTIFICACIÓN 

La principal consecuencia de que existan cada vez más cepas resistentes a antibióticos es 

la limitación a las terapias de primera línea, dejando en mayor uso a los de “último 

recurso” [6]. Por ello, es necesario investigar cuáles son las causas del incremento de la 

resistencia a antibióticos, especialmente en las primeras etapas de vida.  

 

Es alarmante que, desde los primeros meses de vida, los bebés sean portadores de aquellos 

genes que los convierten en multidrogoresistentes. Existen algunos estudios realizados en 

niños menores de 2 años que muestran proporciones moderadas a elevadas de bacterias 

resistentes. Por ejemplo, Murray et al. [6] estudiaron la prevalencia de genes de 

resistencia en grupos de personas con diferente grado exposición a la venta de pollo en 

mercados (bebés de 0 a 2 años, adultos que no eran vendedores y vendedores de pollo) en 

el distrito de Villa el Salvador, Lima. Encontrando así que los aislados de E. coli de bebés 

presentaron altos niveles de resistencia a los antibióticos tetraciclina, 

trimetoprima/sulfametoxazol, amoxicilina, azitromicina, cloranfenicol, cefalotina, 

cefotaxima y gentamicina.  

 

Las bacterias pueden transmitirse de madre a hijo, aunque la vía exacta y la magnitud de 

esa transferencia no está muy clara todavía. En la investigación de Carvalho et al. [19] se 

asoció la presencia de genes blaCTX-M-15 o blaNDM en muestras de los niños cuyas 

madres portadoras tenían un lavado de manos ocasional, en comparación con aquellas 

que lo hacían de manera frecuente. De esta manera, se brinda evidencia a la posibilidad 

de transferencia de genes de resistencia desde la madre a su niño por mala higiene o la 

falta de salubridad en países de ingresos bajos y medianos. Sin embargo, se han sugerido 

otras fuentes para la propagación de estos genes de resistencia como el parto o lactancia, 

conllevando a una transmisión intrahogar, o alguna otra fuente común en el hogar como 

son los alimentos [13-15]. En efecto, en estas investigaciones, realizadas en países de 

África y el sur de Asia, se observan similitudes entre la microbiota intestinal de madres y 

bebés; y consideran alguna patología específica (por ejemplo, sepsis neonatal) [19]. Con 

justa razón, hace falta investigar la dinámica de transmisión de los genes de resistencia 

desde un enfoque intrahogar; relacionado entre las cuidadoras y sus bebés.  
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Por ello, determinar la concordancia en la presencia de genes específicos en muestras 

pareadas de heces de madres e hijos sería importante para investigar la transmisión 

intrahogar durante las primeras etapas de vida. Asimismo, se ha propuesto los genes 

blaCTX-M-15 como potencial biomarcador de antibióticos de uso humano y floR, de 

antibióticos de uso animal. De esta manera, en este estudio se evalúa la presencia de los 

genes blaCTX-M-15 y floR y la concordancia en muestras de heces de madres y sus hijos. 

Los hallazgos de este estudio ayudarán a plantear hipótesis sobre la posible transmisión 

madre-bebé, destacando la relevancia de biomarcadores compartidos en las muestras de 

ambos grupos.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

 

¿Existe concordancia entre la presencia de genes de resistencia a antibióticos (blaCTX-

M-15 y floR) en las muestras de heces de madres y sus bebés menores de 2 años del 

distrito de Villa El Salvador, Lima-Perú entre febrero 2016 y mayo del 2019? 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

Existe una concordancia entre la presencia de los genes blaCTX-M-15 y floR de 

resistencia en las muestras de heces de madres y sus bebés menores de 2 años.    

 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar si existe concordancia entre la presencia de genes de resistencia a antibióticos 

(blaCTX-M-15 y floR) en las muestras de heces de madres y de sus bebés menores de 2 

años en zonas urbano-marginal en el distrito de Villa El Salvador, Lima-Perú entre 

febrero 2016 y mayo del 2019.  

 

 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a. Identificar la presencia de genes de resistencia (blaCTX-M-15 y floR) en las 

muestras fecales de las madres y sus bebés  

b. Evaluar la concordancia de la presencia de los genes blaCTX-M-15 y floR en las 

muestras fecales de las madres y sus bebés. 

c. Establecer las características de los bebés relacionadas a la concordancia de la 

presencia de los genes blaCTX-M-15 y floR en las muestras fecales de las madres 

y sus bebés.
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7. METODOLOGÍA 

7.1. Diseño 

El presente estudio observacional analizó parte de las muestras obtenidas de la 

investigación “La infección natural de norovirus y sapovirus en una cohorte de 

nacimiento en una comunidad periurbana del Perú” (Código SIDISI: 65178), a la cual se 

le denominará estudio madre. En el presente estudio, se seleccionaron muestras 

mensuales (recolectadas entre febrero de 2016 y mayo de 2019), de parejas madre-bebé 

provenientes del distrito de Villa El Salvador, durante 3 meses consecutivos. De esta 

manera, se escogió la muestra de cada bebé de acuerdo a la fecha de toma de muestra de 

la madre, de manera que sea la misma fecha de recolección para ambos. Por ende, se tuvo 

un total de 3 muestras por cada sujeto, una por mes. Cabe destacar que, las muestras se 

analizaron de forma aleatoria y ciega.  

 

Para determinar la presencia de los genes de resistencia a antibióticos en las muestras, se 

planteó extraer el material genético seguido de la verificación de la calidad del ADN 

obtenido por medio de espectrofotometría ultravioleta. Se realizó la amplificación de los 

genes de resistencia blaCTX-M-15 y floR mediante PCR, seguido de la detección del 

amplicón por CRISPR/Cas12a. Finalmente, se evaluó la concordancia mediante métodos 

estadísticos como el Índice de Kappa y Coeficiente de correlación de Spearman, los 

cuales serán detallados en el punto 7.7 Análisis estadístico.  

 

7.2. Población de estudio  

La población del estudio madre consta de parejas de madres y sus hijos menores de 2 años 

procedentes de zonas recientemente pobladas de Villa El Salvador. Los criterios de 

inclusión y exclusión para la cohorte se detallan a continuación: 

 

7.2.1. Criterios de inclusión de los bebés: 

- Haber nacido dentro de los 28 días al reclutamiento 

- Vivir en el área de estudio 

- Cuyo padre / tutor legal haya dado su consentimiento informado 
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7.2.2. Criterios de exclusión de los bebés: 

- Presencia de una enfermedad grave que requiere hospitalización o 

cualquier otra condición que sea grave o crónica informada o 

documentada, incluyendo, enfermedad renal, enfermedad hepática, 

insuficiencia cardíaca congestiva, enfermedad maligna, tuberculosis. 

- Enfermedades congénitas 

- Enfermedad neonatal mayor definida como una estancia hospitalaria> 1 

mes 

- VIH / SIDA en la madre o el niño 

- Fibrosis quística diagnosticada por médico 

- Enteropatías diagnosticadas por el médico 

- Embarazo múltiple 

- Peso al nacer <1500 gramos 

- Aceptar parcialmente la participación en el muestreo o entrevista al 

reclutamiento 

- Incapacidad de los padres / tutor legal para dar su consentimiento 

informado 

- Si la madre no está dispuesta a participar. 

 

7.2.3. Criterios de inclusión para las madres: 

- madre del niño, capaz de proporcionar un consentimiento informado o 

consentimiento si es menor de 18 años de edad. 

 

7.2.4. Criterios de exclusión para las madres: 

- Planear mudarse de la comunidad dentro de los 6 meses siguientes 

- Aceptar parcialmente la participación en el muestreo o entrevista en el 

reclutamiento 

- Incapacidad de los padres / tutor legal para dar su consentimiento 

informado si es menor de 18 años de edad. 

 

Cabe resaltar que, durante el proceso de reclutamiento de los menores, se aseguró el 

consentimiento de la madre o del cuidador principal, según sea el caso. Asimismo, se 
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brindó la información detallada del estudio a realizar. En el Anexo 1 se encuentra la ficha 

socio económica extraída del estudio madre. 

 

7.3. Colección de datos y muestras en el estudio madre 

 

Para la selección y colección de muestras, las trabajadoras de campo del estudio madre 

visitaron cada hogar preguntando por mujeres embarazadas. Los datos de las mujeres 

interesadas en participar en el estudio fueron anotados, junto con la fecha posible de parto 

para posteriormente informar la fecha del reclutamiento en el estudio. 

 

Las muestras de heces de los bebés fueron recolectadas semanalmente; mientras que las 

de las madres fueron mensualmente entre los años 2016 y 2019. Una vez obtenidas, estas 

fueron colocadas en hielo, transportadas al lugar de procesamiento, alicuotadas y 

almacenadas a -70°C en la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Este proceso fue 

realizado previamente por los investigadores del proyecto (Código SIDISI: 65178).  

 
  

7.4. Identificación y cuantificación de los genes en las muestras de heces 

 

7.4.1. Extracción de ADN 

Este estudio planteó identificar la presencia de los genes de resistencia a antibióticos 

(blaCTX-M-15 y floR) en muestras de heces de madres y bebés. Para ello, se comenzó 

con la extracción del ADN mediante el uso del kit de extracción de ADN (QIAamp® 

DNA - Investigator® Kit), de acuerdo al protocolo mostrado en el Anexo 2 [45].  

 

7.4.2. Cuantificación por espectrofotometría UV-visible  

La cuantificación del material genético aislado se realizó mediante la medición de la 

absorbancia a 260 nm en el espectrofotómetro UV-visible. Esta técnica permite estimar 

la calidad del ADN extraído, midiendo la absorbancia de interferentes como proteínas o 

ARN de la muestra. Se consideró importante cuantificar el ADN después del aislamiento, 

puesto que, compuestos como proteínas, fenoles, sales, entre otros, podrían interferir en 

el desarrollo de la técnica [46]. Asimismo, este procedimiento nos proporcionó la 

concentración de ADN extraído, lo cual fue importante conocer antes de llevar a cabo el 

siguiente procedimiento, puesto que altas concentraciones de ADN pueden acelerar la 

acumulación de productos no específicos en la PCR [47]. Por ello las muestras se 
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trabajaron a una concentración de ADN de 5 a 17 ng/uL, tras realizar las diluciones 

correspondientes.  

 

7.4.3. PCR - CRISPR/Cas12a 

La detección de los genes de resistencia se realizó mediante la reacción acoplada de PCR-

CRISPR-Cas12a. El protocolo fue tomado por Vargas [48].  

 

En primer lugar, se realizó la reacción PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas 

en inglés) que permitió la amplificación de las secuencias genéticas específicas. La 

primera etapa consistió en la denaturación inicial la cual se realizó a una temperatura de 

95 °C por 3 minutos. Luego, se realizaron 30 ciclos de las siguientes etapas, todas por 30 

segundos: denaturación (95°C), anillamiento (59 °C) y extensión (72 °C). Finalmente, se 

sometieron a una extensión final a 72°C por 5 minutos. Cabe resaltar que estas 

condiciones fueron las mismas para ambos sets de primers (blaCTX-M-15 y floR).  

 

Para este procedimiento se utilizó las secuencias de cebadores descritos en el Anexo 3.  

Además, se realizó la mezcla maestra de la PCR previamente estandarizada en el Anexo 

4.  

 

El presente estudio realizó el análisis de PCR por separado; es decir, primero se evaluó la 

reacción acoplada PCR-CRISPR/Cas12a para uno de los genes y, posteriormente, se 

repitió la reacción para el otro gen con los cebadores correspondientes.  

 

A manera de un ensayo preliminar, se realizó electroforesis en gel de agarosa (1.4%) de 

los amplicones de PCR para ambos genes, que es un tamizaje que logra separar los 

fragmentos de acuerdo a su tamaño. La visualización fue posible por medio de la tinción 

del producto de ADN amplificado a partir de la adición de bromuro de etidio al gel de 

agarosa y que, al exponerse a luz UV, mostró los productos PCR de color fluorescente 

mediante un transluminador UV. También se realizó un on-off de la reacción acoplada de 

PCR-CRISPR Cas para estandarizar la metodología y verificar que la reacción se de 

correctamente.  
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Posteriormente, se realizó la reacción CRISPR/Cas12a para determinar la presencia de 

blaCTX-M-15 y floR. Este sistema puede actuar como una plataforma de detección 

molecular específica, para lo cual necesita de dos componentes principales: ARNcr y la 

proteína Cas12a. Las secuencias del ARN guía (ARNcr) se describen en la Tabla 1 [48]. 

 

Tabla 1. Constructo del ARNcr para los genes de resistencia  

Gen scaffold sequence + secuencia guía  

blaCTX-M-15 TAATTTCTACTAAGTGTAGAT GTCTCCCAGCTGTCGGGCGAACG 

floR TAATTTCTACTAAGTGTAGATTGCCAACCGTCCTGAGGGTGTCG 

 

En primer lugar, se realiza el reconocimiento del ADN, en donde ocurre la hibridación 

del ARNcr-ADN (emparejamiento de bases). Con esta unión, la enzima Cas12a se activa 

y sufre cambios conformacionales que le permiten cortar el ADN, comenzando con el 

corte tipo cis, específico para el ADN objetivo, seguido del corte trans, que corta el ADN 

de manera inespecífica en secuencias de ácido nucleico de una sola hebra, como el 

reportero fluorescente. De esta manera, la presencia del gen específico se ve determinada 

a partir de la emisión de fluorescencia por parte de la sonda [48]. 

 

El protocolo se muestra en la Figura 3 y se extrajo de la investigación de Vargas, M. [48]. 

La formulación para la preparación del complejo 10 x Cas12a y la reacción 

CRISPR/Cas12a se muestran en el Anexo 5.   
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Figura 3: Protocolo para la detección de los genes blaCTX-M-15 y floR mediante el 

sistema PCR-CRISPR-Cas12a [48] 

 

La lectura de resultados se realizó por medio de un lector de microplacas en unidades 

relativas de fluorescencia (RFU, por sus siglas en inglés). La fluorescencia de las muestras 

fue normalizada con la fluorescencia del NTC (del inglés Non Template Control) PCR. 

Esto resulta de la división entre la fluorescencia de la muestra entre la fluorescencia del 

NTC PCR Las condiciones del lector de microplacas (Tecan Infinite 200 Pro) fueron: 

- Temperatura de 25°C 

- Paso cinético Runtime 2H 

- Intervalo 1 minuto 

- Método de lectura: Intensidad de fluorescencia 

- Tipo de lectura: Punto final/cinético 

- Tipo de óptica: Monocromadores 

- Excitación (nm) 491 

- Emisión (nm) 525 

- Ganancia 80 

- Altura de lectura 7 mm 

 

Asimismo, los resultados fueron visualizados de manera directa o conocido como Naked-

eyed detection mediante un transiluminador UV.  
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7.5. Operacionalización de variables 

A continuación, se presentan las variables y su operacionalización para los análisis 

realizados (Tabla 2). 

Tabla 2. Operacionalización de variables 

Variable 
Definición 

operacional 
Valores posibles 

Tipo y 

escala 
Fuente 

Tipo de 

nacimiento 

Tipo de parto por el 

cual nació el bebé 

Vaginal 

Cesárea  

Sin información 

Cualitativa - 

nominal 

Encuesta del 

estudio madre 

Sexo del bebé 
Sexo con el que 

nació el bebé 

Femenino 

Masculino 

Cualitativa - 

nominal 

Encuesta del 

estudio madre 

Edad del bebé 

Tiempo transcurrido 

desde el nacimiento 

hasta la fecha de 

toma de muestra  

0-7 meses  

8-16 meses 

Cualitativa - 

ordinal 

Encuesta del 

estudio madre 

Lactancia del 

bebé 

El bebé se 

encontraba 

recibiendo lactancia 

materna 

en los 5 días más 

cercanos a la toma 

de muestra (± 5 días) 

Sí 

No 

Cualitativa - 

nominal 

Encuesta del 

estudio madre 

Alimentación 

complementaria 

del bebé 

El bebé recibía 

alimentación 

complementaria en 

los 5 días más 

cercanos a la toma 

de muestra (± 5 días) 

Sí 

No 

Cualitativa - 

nominal 

Encuesta del 

estudio madre 

Evento de diarrea 

del bebé 

El bebé presentó 

algún episodio de 

diarrea en los 5 días 

más cercanos a la 

toma de muestra (± 

5 días) 

Sí 

No 

Cualitativa - 

nominal 

Encuesta del 

estudio madre 

Concordancia  

Presencia / ausencia 

del gen en cada par 

estudiado 

 

 

 

Concordancia positiva 

(presencia del gen en 

ambas muestras) 

  

Concordancia 

negativa (ausencia del 

gen en ambas 

muestras) 

 

No concordancia 

(presencia del gen en 

sólo una muestra de 

cada par) 

Cualitativa - 

nominal 

Resultado de la  

reacción acoplada 

PCR-

CRISPRCas12a 

del presente 

estudio 
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7.6. Tamaño de muestra 

Del banco de muestras del proyecto madre se seleccionaron muestras fecales de 33 

madres durante 3 meses consecutivos, lo que resultó en 99 muestras. Estas se emparejaron 

con muestras de sus hijos, añadiendo otras 99 muestras. En total, se analizaron 198 

muestras, resultando en 1 muestra mensual por sujeto. Asimismo, cabe destacar que se 

analizaron las muestras por separado en cada mes; ello para observar la concordancia de 

la presencia de genes de resistencia en ambos durante un periodo de tiempo. Dado que 

contábamos con un número determinado de muestras, se quiso verificar si este era 

adecuado tanto para la prueba de kappa como para el coeficiente de Spearman. Para ello 

realizamos cálculos de tamaño de muestra [49] asumiendo distintos escenarios (Anexo 6) 

y verificamos que:  

 

a) Para estimar si un valor dado de índice de kappa es estadísticamente distinto de 

cero, con una potencia del 80% y un nivel de significancia del 5%, el número de 

muestras con que contamos fue suficiente para determinar que un índice de kappa 

de hasta 0.3 es estadísticamente distinto de cero; si se obtiene un índice de kappa 

superior, el tamaño de muestra es suficiente. 

 

b) Para estimar un coeficiente de correlación de Spearman de 0,3 que es 

estadísticamente distinto de cero, con una potencia de 80% y nivel de significancia 

del 5%, se necesita un mínimo de 89 pares y por lo tanto el tamaño de muestra es 

suficiente. Esto fue estimado de acuerdo a las recomendaciones de May et al [50]. 

En el Anexo 7 se muestran las curvas correspondientes al coeficiente de Spearman 

(rs) y el tamaño de muestra requerido; siendo n = 89 mínimo que justificaría al 

menos un rs = 0,3.  

 

7.7. Análisis estadístico  

Los resultados obtenidos son de dos tipos: cualitativos (presencia/ausencia) determinados 

por la visualización de fluorescencia, y cuantitativos (ratio de RFU) medidos en el 

fluorómetro.  

 

Para evaluar la concordancia se utilizaron dos pruebas estadísticas. En primer lugar, se 

utilizó el índice de Kappa para medir la concordancia en la presencia/ausencia de los 
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genes de resistencia entre madres e hijos, debido a que este índice considera la 

concordancia por azar entre los individuos y brinda un valor más cercano a la realidad. 

De esta manera, un valor alto representa una alta concordancia en la presencia de los 

genes estudiados en ambos grupos y, por el contrario, un valor de cero significa que no 

hay concordancia [51].  

𝑘 =  
 𝑝𝑜− 𝑝𝑒 

1 − 𝑝𝑒
 =  1 − 

1 − 𝑝𝑜 

1 −  𝑝𝑒
     [51] 

  

donde: 

p0: acuerdo relativo observado entre los evaluadores. 

pe: la probabilidad hipotética de acuerdo al azar 

 

En segundo lugar, para evaluar la correlación en la presencia de estos genes de resistencia 

medida por el ratio de RFU en las muestras de heces de madres y bebés, se utilizó el 

Coeficiente de Correlación de Spearman debido a que dicha variable no sigue una 

distribución normal, y llegada una cierta concentración, la enzima LbCas12a se satura; 

por ende, es más apropiado utilizar esta prueba no paramétrica. Esta prueba se expresa 

mediante el "rs", el cual se calcula de la siguiente manera: 

𝑟𝑠 = 1 −  
6 𝛴𝑑𝑖

2

𝑛(𝑛2−)1
        [52] 

donde:  

n = Cantidad de sujetos que se clasifican, 

xi = El rango de sujetos i con respecto a la variable  

x, yi = El rango de sujetos i con respecto a la variable y,  

di =xi-yi es la diferencia de entre los rangos X y Y  

Este coeficiente de correlación de rangos de Spearman (rs) nos indica si no hay correlación 

(rs = 0); o de lo contrario, si es positiva (rs = 1) o negativa (rs = -1). Se consideró un valor 

de significancia estadística α = 0.05 y todos los análisis se realizaron utilizando STATA 

[53].  

 

Finalmente, para evaluar posibles características relacionadas a la concordancia, se 

realizó un análisis estadístico bivariado por medio de la prueba de chi-cuadrado o exacta 

de Fisher (este último sólamente para aquellos casos donde la frecuencia esperada fue 

menor a 5) con las variables descritas a continuación, comparando su frecuencia entre los 
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grupos concordantes positivos, negativos y discordantes [54]. Las siguientes variables se 

clasificaron según la existencia de concordancia: edad, sexo y tipo de parto de los bebés, 

además del tipo de alimentación que recibían (lactancia y alimentación complementaria). 

Para el sexo del bebé y el tipo de parto por el que nació, variables que no cambian en el 

tiempo (a diferencia del periodo de lactancia o alimentación complementaria), se realizó 

el análisis por muestra; es decir, se utilizó a la muestra como unidad de análisis asumiendo 

independencia. Finalmente, la edad se categorizó de acuerdo a la edad promedio en la 

cual los bebés suelen cambiar su patrón de alimentación de lactancia exclusiva a 

alimentación complementaria; es decir, 6 meses [13].  

 

7.8. Consideraciones éticas 

El estudio madre evaluado y aprobado por el Comité Institucional de Ética en 

Investigación (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Código SIDISI: 

65178), mantuvo la información personal de los participantes en anonimato al 

identificarlos mediante códigos. Por lo que, la presente investigación se realizó con las 

muestras codificadas sin adquirir información personal de los participantes; además que 

se sometió a la evaluación por el CIEI (Código SIDISI 212020). Revisar Anexo 8.
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8. RESULTADOS 

8.1. Descripción de la población 

Las características de los bebés analizados (n = 33) se detallan en la Tabla 3. En donde, 

se evaluaron edad, sexo y tipo de nacimiento (parto normal, cesárea o no hay información) 

del bebé. La edad de los bebés en la primera muestra se encontró en un rango de 0 a 14 

meses de vida, con un promedio de 7 (el valor de la mediana también fue 7). Se evaluaron 

bebés del sexo masculino (n = 17) y femenino (n = 16). En relación al tipo de nacimiento, 

el más frecuente fue el parto vaginal (51,52%, n = 17), aunque sólo se obtuvo información 

de 21 bebés.  

 

Tabla 3. Características de los bebés (n = 33) 

Característica n % 

Edad de la primera muestra en meses (promedio [rango]) 7 [0-14] - 

Sexo 

Masculino 17 51,52 

Femenino 16 48,48 

Tipo de parto 

Parto vaginal 17 51,52 

Cesárea 4 12,12 

 

En la Tabla 4 se detallan las características de los bebés que variaron en los 3 periodos de 

muestreo. En la mayoría de los casos, los bebés se encontraban aún lactando durante el 

periodo de la toma de muestra (98,99%); otros presentaron alimentación complementaria 

(70.71%). Asimismo, una minoría de las muestras de bebés presentaron diarrea en un 

periodo cercano a la toma de muestra (5,05%).  
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Tabla 4. Características de los bebés en los 3 periodos de muestreo* 

Bebés (n =33) 
Muestras bebés  

(n = 99) 

 

Primera muestra Segunda muestra Tercera muestra Total 

N° % N° % N° % N° % 

Lactancia  33 100 33 100 32 96,97 98 98,99 

Alimentación Comp. 20 60,61 24 72,73 26 78,79 70 70,71 

Evento de diarrea  2 6,06 1 3,03 2 6,06 5 5,05 

* Características determinadas dentro de los 5 días (± 5) de la muestra evaluada. 

 

8.2. Extracción de ADN 

Se realizó la extracción de ADN de las 198 muestras, donde la concentración tuvo un 

rango de 5,3 y 573,5 ng/μL. Las medidas de estadística descriptiva con respecto a la 

concentración y calidad del ADN se muestran en el Anexo 9.  Las muestras se utilizaron 

en un rango de 5,3 - 17 ng/μL, de acuerdo a una previa optimización del sistema PCR-

CRISPR-Cas12a. 

 

8.3. Ensayos preliminares 

Se realizaron ensayos preliminares de PCR y electroforesis a algunas muestras positivas 

y negativas para blaCTX-M-15 y floR (Figura 4) para estandarizar nuestra metodología y 

de esta manera, asegurarnos de que la prueba funciona correctamente. Con el mismo 

objetivo, se realizó un ensayo preliminar de PCR-CRISPR/Cas12a, teniendo un control 

positivo, un control negativo y una muestra positiva (Figura 5). Debido a que los ensayos 

resultaron exitosos, se comenzó a analizar las muestras. 
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Figura 4.- Gel de electroforesis de agarosa (1.4%) en TBE 0.5X. de genes de resistencia 

blaCTX-M-15 (216 bp) y floR (270 bp). Los carriles 1 y 14 corresponden al marcador de 

tamaño de ADN 100 pb y se especifican las bandas en 200 bp y 300 bp. Los carriles 2 y 

7 corresponden al control positivo y control negativo respectivamente para el gen 

blaCTX-M-15; los carriles 3 y 4 a muestras positivas; y los carriles 5 y 6 a muestras 

negativas de este mismo gen. Los carriles 8 y 13 corresponden al control positivo y control 

negativo respectivamente para el gen floR; los carriles 9 y 10, resultaron pertenecer a 

muestras positivas; y los carriles 11 y 12, a muestras negativas de este mismo gen.  

           
Figura 5: ON/OFF del procedimiento PCR-CRISPR/Cas12a para comprobar el 

protocolo a utilizar. C-: control negativo; C+: control positivo; CM: muestra positiva 

correspondientes al gen bla-CTX-M-15. Se observa que el control positivo y la muestra 

positiva fluorescen.  
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8.4.  Prevalencia de los genes estudiados en las muestras de heces 

Las prevalencias en toda la población (madres y bebés) de los  genes bla-CTX-M-15 y  

floR fueron de 31,31% (62/198) y 54,55% (108/198), respectivamente; es decir, se 

encontró una mayor prevalencia de floR.  

 

En la Tabla 5, se resume la presencia de los dos genes de resistencia analizados por sujetos 

de estudio y por muestras (3 muestras por sujeto de estudio debido al periodo de 

seguimiento de 3 meses). De las muestras bla-CTX-M-15 positivas (n = 62), 31 

corresponden a madres de familia y 31 a los bebés; mientras que, de las muestras que 

resultaron floR-positivas (n = 108), 53 y 55 corresponden a madres y bebés, 

respectivamente. Esto nos lleva a una proporción similar de positivos en ambos grupos 

de estudios para ambos genes; es decir, no se demostró una diferencia importante sobre 

la presencia de estos genes entre madres y bebés.  

 

Tabla 5. Presencia de genes de resistencia en los sujetos estudiados 

blaCTX-M-15 

 Bebés Madres 

Periodo de 

muestreo Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total 

1 25 (75,76%) 8 (24,24%) 33 26 (78,79%) 7 (21,21%) 33 

2 20 (60,61%) 13 (39,39%) 33 22 (66,67%) 11 (33,33%) 33 

3 23 (69,7 %) 10 (30,3%) 33 20 (60,61 %) 13 (39,39%) 33 

Total 68 (68,69%) 31 (31,31%) 99 (100%) 68 (68,69%) 31 (31,31%) 99 (100%) 

floR 

 Bebés Madres 

Periodo de 

muestreo Negativo Positivo Total Negativo Positivo Total 

1 19 (57,58%) 14 (42,42%) 33 17 (51,52%) 16 (48,48%) 33 

2 13 (39,39%) 20 (60,61%) 33 14 (42,42%) 19 (57,58%) 33 

3 12 (36,36%) 21 (63,64%) 33 15 (45,45%) 18 (53,54%) 33 

Total 44 (44,44%) 55 (55,56%) 99 (100%) 46 (46,46%) 53 (53,54%) 99 (100%) 
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Asimismo, se resalta el cambio ascendente de la presencia de ambos genes de resistencia 

en los sujetos de estudio del primer al segundo y tercer periodo de muestreo (Figura 6). 

Cabe destacar que, se encontró la presencia de al menos uno de los dos genes de 

resistencia en 63/99 (63,64%) muestras tanto de madres como de bebés.  

 

Figura 6. Prevalencia de los genes de resistencia bla-CTX-M-15 y floR en los tres 

periodos de muestreo.  

 

Por otro lado, de las 198 muestras analizadas, se detectó la presencia de ambos genes en 

44 de ellas (22,22%); es decir, que en una misma muestra se encontraron los genes 

blaCTX-M-15 y floR. De estas, 21 correspondieron a muestras de madres; mientras que 

23 a muestras de bebés. 

 

Finalmente, se encontró que algunas muestras de un mismo bebé tienen resultados 

variables en los tres meses evaluados. Tanto para el gen blaCTX-M-15 como para floR, 

se presentaron muestras que en un inicio eran positivas y luego cambiaron a ser negativas 

durante el periodo de estudio, ya sea para el segundo o tercer mes de la toma de muestra, 

dando así un total de 25/132 cambios (15/66; 22,73% - blaCTX-M-15 y 10/66; 15,15% - 

floR) (Figura 7).  
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a) blaCTX-M-15 b) floR 

Sujeto Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Sujeto Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 

S1 Negativo Negativo Negativo S20 Negativo Negativo Negativo 

S2 Negativo Negativo Negativo S21 Negativo Negativo Negativo 

S3 Negativo Negativo Negativo S11 Negativo Negativo Negativo 

S4 Negativo Negativo Negativo S8 Negativo Negativo Negativo 

S5 Negativo Negativo Negativo S15 Positivo Negativo Negativo 

S6 Negativo Negativo Negativo S17 Positivo Negativo Negativo 

S7 Negativo Negativo Negativo S2 Negativo Positivo Negativo 

S8 Negativo Negativo Negativo S5 Negativo Positivo Negativo 

S9 Negativo Negativo Negativo S31 Negativo Positivo Negativo 

S10 Negativo Negativo Negativo S7 Negativo Negativo Positivo 

S11 Negativo Negativo Negativo S24 Negativo Negativo Positivo 

S12 Positivo Negativo Negativo S13 Negativo Negativo Positivo 

S13 Positivo Negativo Negativo S22 Negativo Negativo Positivo 

S14 Negativo Positivo Negativo S9 Negativo Negativo Positivo 

S15 Negativo Positivo Negativo S1 Positivo Negativo Positivo 

S16 Negativo Positivo Negativo S3 Positivo Negativo Positivo 

S17 Negativo Positivo Negativo S25 Positivo Positivo Negativo 

S18 Negativo Positivo Negativo S12 Positivo Positivo Negativo 

S19 Negativo Positivo Negativo S19 Positivo Positivo Negativo 

S20 Negativo Positivo Negativo S14 Negativo Positivo Positivo 

S21 Negativo Negativo Positivo S6 Negativo Positivo Positivo 

S22 Negativo Negativo Positivo S26 Negativo Positivo Positivo 

S23 Negativo Negativo Positivo S18 Negativo Positivo Positivo 

S24 Negativo Negativo Positivo S4 Negativo Positivo Positivo 

S25 Positivo Negativo Positivo S32 Negativo Positivo Positivo 

S26 Positivo Negativo Positivo S33 Negativo Positivo Positivo 

S27 Positivo Negativo Positivo S27 Positivo Positivo Positivo 

S28 Positivo Positivo Negativo S30 Positivo Positivo Positivo 

S29 Positivo Positivo Negativo S16 Positivo Positivo Positivo 

S30 Positivo Positivo Negativo S23 Positivo Positivo Positivo 

S31 Negativo Positivo Positivo S28 Positivo Positivo Positivo 

S32 Negativo Positivo Positivo S29 Positivo Positivo Positivo 

S33 Negativo Positivo Positivo S10 Positivo Positivo Positivo 

Figura 7. Mapa de calor de la presencia de los genes de resistencia en las tres muestras 

consecutivas de los bebés (rojo: negativo; verde: positivo) (a) blaCTX-M-15 (b) floR 

 

 



30 
 

8.5. Concordancia de los genes estudiados en los pares madre-bebé 

Se analizó la concordancia de los genes de resistencia en los tres periodos de muestreo 

para las madres y los bebés. La Tabla 6 muestra concordancia en 15 pares de muestras 

madre - bebé positivas y 52 pares de muestras madre - bebé negativas para el gen blaCTX-

M-15. En este sentido, las muestras de madres y bebés coincidieron 67/99 veces (67,68%) 

para la presencia del gen blaCTX-M-15.  

 

Por otro lado, el gen floR presentó una concordancia global menor, al presentar 55/99 

(55,56%) pares concordantes. Se evidenció 32 pares de muestras madre - bebé positivas 

y 23 pares de muestras madre - bebé negativas. 

 

Tabla 6. Concordancia entre la presencia de genes de resistencia en las parejas de las 

madres y sus bebés.  

blaCTX-M-15 
madre 

Total 

Negativo Positivo 

Bebé 
Negativo 52 16 68 

Positivo 16 15 31 

Total 68 31 99 

Total concordancia  67 (67,68 %) 

 

floR 
madre 

Total 

Negativo Positivo 

Bebé 
Negativo 23 21 44 

Positivo 23 32 55 

Total 46 53 99 

Total concordancia  55 (55,56 %) 

 

El valor de kappa de concordancia para el gen de resistencia blaCTX-M-15 fue de 0,25 (p 

= 0,007). Por lo que, se tuvo un grado de concordancia bajo, pero significativo para la 

presencia de este gen en las muestras de madres y sus bebés. Por otro lado, para el gen de 

resistencia floR el valor de kappa fue de 0,10 (p = 0,150); lo cual mostró que no existe 

concordancia en la presencia de este gen entre las muestras de madres y sus bebés (Tabla 

7) [55]. 
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Tabla 7. Índice de kappa global de la presencia de los genes de resistencia en las parejas 

estudiadas. 

 Concordancia 
Concordancia 

esperada 
Kappa (95% CI) 

Error 

estándar 
Z valor p  

blaCTX-M-15 67,68% 56,98% 0.249 (0.047 - 0.450)  0,101 2,470 0,007 

floR 55,56% 50,39% 0.104 (-0.092 - 0.300) 0,100 1,040 0,150 

 

En la Tabla 8 se muestran los valores de kappa para las parejas de muestras analizadas 

por cada periodo de estudio, donde se observó que hay una concordancia mayor en el 

tercer periodo de muestreo.  

 

Tabla 8. Índice de kappa de la presencia de los genes de resistencia en las parejas 

estudiadas por cada periodo de muestreo. 

blaCTX-M-15 

Periodo de 

muestreo 
Concordancia 

Concordancia 

esperada 
Kappa 

Error 

estándar 
Z valor p  

1 72,73% 64,83% 0,225 0,173 1,290 0,098 

2 57,58% 53,54% 0,087 0,173 0,500 0,307 

3 72,73% 54,18% 0,405 0,171 2,370 0,009 

floR 

1 51,52% 50,23% 0,026 0,173 0,150 0,441 

2 48,48% 51,61% -0,065 0,174 -0,370 0,645 

3 66,67% 51,24% 0,316 0,171 1,850 0,032 

 

Por otra parte, se calculó el coeficiente de Spearman para evaluar la correlación del ratio 

de RFU en las parejas madre-bebé, mostrado en la Tabla 9 y en la Figura 8. Se obtuvo 

una correlación ligeramente positiva para ambos genes (s = 0,2523 y s = 0,0178; blaCTX-

M-15 y floR, respectivamente); no obstante, sólo es estadísticamente significativo para el 

primer gen (p = 0,0119).  
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Tabla 9. Coeficiente de Spearman para evaluar la correlación de la presencia de los genes 

de resistencia blaCTX-M-15 y floR a partir del ratio de fluorescencia emitido por la 

reacción acoplada PCR-CRISPR-Cas12a en las parejas estudiadas.  

blaCTX-M-15 

Coeficiente de Spearman 0,2523 

valor p 0,0119 

floR 

Coeficiente de Spearman 0,0178 

valor p 0,8611 

 

(a) Gen blaCTX-M-15 

 

(b) Gen floR 

 

Figura 8. Gráficas de dispersión de los ratios de fluorescencia resultantes de las muestras 

de madres y sus bebés. Nota: el cálculo de valores ajustados (línea de tendencia azul y su 

intervalo de confianza) se basa en una regresión lineal, sin embargo, permite observar 

gráficamente la tendencia. (a) Gen blaCTX-M-15 (b) Gen floR. 
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8.6. Características de los bebés y la concordancia del gen blaCTX-M-15 

en los pares madre-bebé  

Se evaluó la posible relación de las características de los bebés (edad en la primera 

muestra, sexo, lactancia, alimentación complementaria y tipo de parto) con la 

concordancia positiva (presencia de los genes estudiados en ambos sujetos), concordancia 

negativa (ausencia de los genes estudiados en ambos sujetos) y discordantes (aquellos 

donde no había concordancia), lo cual se muestra en la Tabla 10.  

 

Se obtuvieron 67/99 pares de muestras concordantes, 15 pares concordantes positivos y 

52 pares concordantes negativos. Si bien no se encontraron diferencias significativas en 

ninguna de las características entre parejas madre-bebé con presencia del gen blaCTX-M-

15 comparado con las parejas madre-bebé sin la presencia de los genes; se notó un valor 

de p marginalmente significativo (p = 0,061) para la variable lactancia.  

 

A pesar de ello, se mostraron algunas relaciones interesantes sobre la distribución de la 

concordancia positiva y negativa con respecto a las variables analizadas. Por ejemplo, los 

bebés que presentaron una concordancia negativa con sus madres fueron, en su mayoría, 

bebés de 0-7 meses; mientras que la concordancia positiva sucedió, mayormente, en los 

bebés de 8 a 16 meses. En relación al tipo de parto, el parto vaginal fue el más frecuente 

y no se encontró una diferencia entre los pares concordantes negativos y los pares 

concordante positivos, sin embargo, el tipo de parto vaginal es más frecuente en aquellos 

donde hay discordancia. En el caso del sexo del bebé, se logró observar que, aquellos 

bebés que demostraron concordancia con sus progenitoras (ya sea positiva o negativa) 

eran del sexo masculino; mientras que, para el caso de los pares discordantes, mayormente 

eran del sexo femenino.  
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Tabla 10. Características de los bebés según la concordancia de los genes estudiados en 

las 198 muestras analizadas. 

blaCTX-M-15 

Características 
Concordancia  

positiva  

Concordancia  

negativa  

No 

concordancia  
Total 

valor  

p* 

Edad 

0 - 5 meses 6 (40,00%) 16 (30,77%) 14 (43,75%) 36 

0,462 6 - 16 meses 9 (60,00%) 36 (69,23%) 18 (56,25%) 63 

Total 15 52 32 99 

Sexo 

Masculino 9 (60%) 28 (53,85%) 14 (43,75%) 51 

0,517 Femenino 6 (40%) 24 (46,15%) 18 (56,35%) 48 

Total 15 52 32 99 

Lactancia  

Si 14 (93,33%) 52 (100%) 32 (100%) 98 

0,152 No 1 (6,67%) 0 0 1 

Total 15 52 32 99 

Alimentación 

comp. 

Si 11 (73,33%) 37 (71,15%) 22 (68,75%) 70 

0,945 No 4 (26,67%) 15 (28,85%) 10 (31,25%) 29 

Total 15 52 32 99 

Tipo de  

parto 

Vaginal 5 (71,43%) 22 (73,33%) 24 (92,31%) 51 

0,115 Cesárea  2 (28,57%) 8 (26,67%) 2 (7,69%) 12 

Total 7 30 26 63 

*El valor de p fue obtenido a partir de la prueba chi cuadrado para todas las variables, 

excepto para las variables lactancia y tipo de parto, que se obtuvieron a partir de la prueba 

exacta de Fisher.  

 

8.7. Otras características relacionadas a la presencia de los genes 

estudiados en los bebés 

 

8.7.1. Consumo de antibióticos en los bebés 

Se describió el consumo de antibióticos en los bebés y la presencia de genes blaCTX-M-

15 y floR. En donde, 2/3 de los bebés reportaron haber tomado antibióticos antes o durante 

la toma de muestras estudiadas. Asimismo, se observó que los bebés estuvieron expuestos 

a antibióticos en más de una ocasión, siendo 7 (1/22; 4,55%) el número máximo de 
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ocasiones en las que un bebé ingirió antibióticos y 18,18% el porcentaje de bebés 

expuestos a 6 ocasiones de consumo de antibióticos en su corta vida. Por otra parte, el 

13,64% de los bebés consumieron 4 familias diferentes de antibióticos en el período 

descrito. En la Figura 9 se exponen estas familias de antibióticos y se observa que la 

familia a la que más estuvieron expuestos fue Penicilinas (81,82%).  

 

Figura 9. Gráfica de las familias de antibióticos a los que estuvieron expuestos los bebés 

(n = 22) antes o durante la toma de muestras.  

 

Por otra parte, en la Tabla 11 se observa que el porcentaje de las muestras que resultaron 

positivas para blaCTX-M-15 que pertenecían a bebés que consumieron y que no 

consumieron antibióticos fueron 31.8% y 30.3%, respectivamente. Por otro lado, se 

observó que el porcentaje de las muestras que resultaron positivas para floR que 

pertenecían a bebés que consumieron y que no consumieron antibióticos fueron 54.5% y 

57.8%, respectivamente. 
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Tabla 11. Consumo de antibióticos en los bebés y la presencia de blaCTX-M-15 y floR 

en las muestras analizadas (n = 99). 

blaCTX-M-15 

Presencia del gen 

Total 

Positivo Negativo 

Consumo de 

antibióticos 

Si 21 (31,82%) 45 (68,18%) 66  

No 10 (30,30%) 23 (69,70%) 33 

Total 31 68 99 

 

floR 

Presencia del gen 

Total 
Positivo Negativo 

Consumo de 

antibióticos 

Si 36 (54,55%) 30 (45,45%) 66 

No 19 (57,58%) 14 (42,42%) 33 

Total 55 44 99 

 

8.7.2. Hábitos de higiene 

El estudio madre recopiló algunos datos, referentes a la frecuencia de hábitos higiénicos 

que presentaron las madres en relación a algunas de las actividades principales en la 

dinámica intrahogar como la preparación de alimentos, entre otros. La Tabla 12 muestra 

que todas las madres afirman lavar las frutas y verduras crudas antes de comerlas y que, 

la mayoría indica tener buenos hábitos de higiene.  

  

Tabla 12. Frecuencia de los hábitos de higiene de las madres  

Hábito de higiene 

Frecuencia 

Siempre A veces Nunca 

Lavado de 

manos 

Antes de preparar los alimentos 96,97 % 3,03 % 0 

Antes de dar de comer a su bebé 96,97 % 3,03 % 0 

Después de ayudar al hijo a defecar 96,97 % 3,03 % 0 

Después de ir al baño 96,97 % 3,03 % 0 

Lavado de frutas y 

verduras 

Antes de cocinarlas 96,97 % 3,03 % 0 

Antes de comerlas 100,00 % 0 0 
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8.7.3. Crianza de animales (pollos) 

Asimismo, se cuenta con información de las familias acerca de la presencia de ciertos 

animales en casa, por lo que se pudo evaluar si las familias convivían con pollos y con 

cuántos de estos. Las familias que reportaron tener pollos en casa fueron 8/33. La Tabla 

13 muestra la relación de la crianza de pollos con la presencia de los GRA estudiados, en 

donde se muestra que el porcentaje de las muestras positivas para los genes blaCTX-M-

15 y floR que pertenecían a bebés en cuyas casas había presencia de pollos fue similar a 

aquellos sin presencia de pollos. 

 

Tabla 13. Crianza de pollos y la presencia de blaCTX-M-15 y floR en las muestras 

analizadas (n = 99). 

blaCTX-M-15 
Presencia del gen 

Total 

Positivo Negativo 

Crianza de 

pollos 

Si 9 (37,50%) 15 (62,50%) 24 

No 22 (29,33%) 53 (70,67%) 75 

Total 31 68 99 

 

floR 
Presencia del gen 

Total 

Positivo Negativo 

Crianza de 

pollos 

Si 14 (58.33%) 10 (41,67%) 24 

No 41 (54,67%) 34 (45,33%) 75 

Total 55 44 99 
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9. DISCUSIÓN 

El presente estudio tuvo como objetivo principal determinar si existe concordancia entre 

la presencia de genes de resistencia a antibióticos (blaCTX-M-15 y floR) en 3 muestras 

consecutivas mensuales de heces de 33 pares de madres y sus bebés menores de 2 años 

con la finalidad de generar evidencia sobre la existencia de una posible transmisión 

materna-infantil de estos genes en una etapa temprana, basándonos en la presencia de 

alguno de estos biomarcadores en las muestras de ambos sujetos de estudio. 

 

9.1. La prevalencia de floR fue mayor que la de blaCTX-M-15  

La presencia del gen floR (53,54% en madres y 55,56% en bebés) fue mayor que la de 

blaCTX-M-15 (31,31% en madres y bebés); contrariamente a lo esperado, puesto que, la 

incidencia de floR se ha reportado mayormente en animales; mientras que blaCTX-M-15 

se encuentra mayormente distribuido en humanos. En el estudio de Ramadan H et al. [56] 

se analizó la presencia de múltiples GRA en muestras provenientes de humanos, carne de 

pollo y carne molida, incluyendo a los genes blaCTX-M y floR, demostrando, 

significativamente (p < 0,001), que en la carne de pollo se encontró mayor presencia de 

floR (86.9%) con respecto a blaCTX-M (63,9%); mientras que, de las muestras de 

humanos reportaron lo contrario, siendo la presencia de blaCTX-M (18,8%) superior a la 

de floR (6,3%). 

 

Se ha demostrado que blaCTX-M-15 es uno de los genes de resistencia más comunes y 

con alta prevalencia. Según el estudio de Mazumder R, et al. [57], la mayoría de los 

aislados productores de BLEE analizados albergaban al gen blaCTX-M-15 (55 aislados 

que portaban el gen blaCTX-M-15 de 65 E. coli productoras de BLEE; 84,6%). 

Curiosamente, en este estudio el gen con mayor prevalencia entre los dos genes 

analizados fue floR tanto en las muestras de madre como de bebé. 

 

Se ha reportado la presencia de floR en humanos. Por ejemplo, Lu et al. [44] reportaron 

la presencia del gen floR en el 7.01% (23/328) de aislamientos clínicos de K. pneumoniae 

provenientes de humanos. Asimismo, Murray et al. [6] encontraron el gen floR en 17/130 

genomas de E. coli de pollos y en 5/150 de humanos, lo cual indica que, entre estos dos 

grupos estudiados, floR prevalece en animales. Dichos resultados demuestran la 

existencia de una baja prevalencia de floR en humanos; es decir, si bien se ha logrado 
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encontrar su presencia en muestras humanas, no se encuentra ampliamente distribuido en 

este grupo.  De acuerdo a los resultados, la prevalencia del gen floR fue mayor al 50% en 

ambos miembros de los pares estudiados, por lo que podría ser alarmante la propagación 

de la RAM en humanos a causa de este gen.    

 

9.2. Concordancia de los genes estudiados en los pares madre-bebé 

Encontramos una baja concordancia, pero significativa entre madre y bebé en nuestra 

investigación para blaCTX-M-15 (k = 0,25; p = 0,007); mientras que para floR no se 

demostró una concordancia estadísticamente significativa (k = 0,10; p = 0,150) [55]. Sin 

embargo, en el tercer mes se evidenció una concordancia para ambos genes k = 0,40 y k 

= 0,32; para blaCTX-M-15 y floR respectivamente, estadísticamente significativa (p < 

0,05). Por lo que surge la hipótesis de una mayor compartición de estos genes de 

resistencia al pasar el tiempo. Estos resultados fueron concordantes con la correlación 

positiva significativa para  blaCTX-M-15 (s = 0,2523; p < 0,05) en muestras de madres y 

sus bebés y la ausencia de correlación para el gen floR. Los presentes resultados sugieren 

la posibilidad de una transmisión materno-infantil, con mayor fuerza estadística, para el 

gen blaCTX-M-15.  

 

El estudio de Danino D, et al. [58] tuvo como objetivo identificar parejas de madres y sus 

bebés (ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal) que alberguen 

colonización por BLEE de la misma cepa y reportaron que 28/71 (39,4%) neonatos 

colonizados eran hijos de madres colonizadas. De estos, 25 pares madre-bebé, incluyendo 

2 pares de gemelos, estaban colonizados por la misma cepa bacteriana (11 Klebsiella spp. 

y 14 E. coli) haciendo referencia a una transmisión materno-infantil [58].  

 

Si bien, la concordancia obtenida, particularmente para el gen blaCTX-M-15 es modesta, 

en el presente estudio se quiso explorar, describir y comparar algunas características de 

los bebés que podrían resultar características relacionadas a la concordancia y posible 

transmisión de estos genes madre-bebé. Probablemente, debido al número de sujetos no 

se tuvo el poder estadístico suficiente para encontrar diferencias significativas; sin 

embargo, analizar estas características nos podría dar un indicio de la propagación de la 

RAM intrahogar.  
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9.2.1. Tipo de parto y concordancia de blaCTX-M-15 en los pares 

madre-bebé 

Múltiples investigaciones han debatido el impacto del tipo de parto (vaginal o cesárea) 

sobre la microbiota del recién nacido. Existen diferencias durante la colonización inicial 

de la microbiota intestinal de los bebés dependiendo del parto vaginal (predominando 

especies como Bifidobacterium y Bacteroides), o cesárea (Staphylococcus, 

Enterococcus). Sin embargo, se ha reportado que los bebés nacidos por cesárea o vía 

vaginal fueron colonizados casi por la misma especie bacteriana al cabo de 6 meses [59-

61]. De la misma manera, el enfoque del tipo de parto centrado en la adquisición de GRA 

no ha detectado diferencias significativas. El estudio de Danino et al., a pesar de la 

identificación de la misma cepa en ambos miembros familiares, no logró encontrar 

diferencias estadísticamente significativas (p = 0,4) con respecto al parto vaginal; por lo 

que, no lo consideran como factor de transmisión de BLEE [58]. Asimismo, Zhang et al. 

[62] descartaron en su investigación la adquisición de genes de resistencia en neonatos 

por medio del parto vaginal. 

 

En la presente investigación, las muestras de los bebés se encontraban en un rango de 

edad entre 0 y 16 meses (es decir, para algunas muestras de bebés ha pasado más tiempo 

desde el parto). A pesar de que no se pudo obtener la información del tipo de parto de 

todos los bebés, es resaltante que, en los tres casos analizados (concordancia positiva, 

concordancia negativa y discordantes), la mayoría de los bebés nacieron por parto 

vaginal. Sin embargo, la mayoría de aquellos que nacieron por cesárea pertenecieron a 

pares concordantes negativos. No obstante, no se evidenció una significancia estadística 

(p = 0,115); por lo que, hay correspondencia con las investigaciones mencionadas 

anteriormente sobre la no relación del tipo de parto del bebé con la concordancia positiva 

en la presencia de GRA entre las madres y sus bebés.  

 

9.2.2. Sexo del bebé y concordancia de blaCTX-M-15 en los pares 

madre-bebé 

Las personas de diferentes sexos tienen diferentes riesgos de sufrir infecciones 

bacterianas, por tanto, podrían estar afectados de distinta manera por la RAM [63]. El 

estudio de Sosa-Moreno et al. [64] evaluó ciertas características clínicas de mujeres 

embarazadas y lactantes, entre ellas el sexo del bebé. Sin embargo, el análisis de las 



41 
 

muestras de bebés, en el que reportaron que los hombres tuvieron un mayor número de 

genes de resistencia antimicrobiana que las mujeres, no fue estadísticamente significativo 

(p = 0,06).  

Asimismo, en el presente estudio, entre aquellos que presentaron concordancia positiva, 

el 60% fueron varones; mientras que, entre aquellas parejas concordantes negativas, los 

varones representaron el 53,85%; sin embargo, entre los pares discordantes, la mayoría 

pertenecen al género femenino (56,35%). A pesar de ello, no se reporta una relación 

significativa (p > 0,05) entre el sexo del bebé con la concordancia positiva para este gen 

en los pares madre-bebé.  

 

9.2.3. Edad del bebé, lactancia y concordancia de blaCTX-M-15 en 

los pares madre-bebé 

Durante los primeros meses de vida, los bebés se alimentan de leche materna. Zhang, et 

al. [62] encontraron que los genes de resistencia en los recién nacidos pueden originarse 

a partir del calostro, logrando detectar GRA en el 85,4% del calostro, coincidiendo con 

los GRA en las heces de recién nacidos de 3 días. En contraste, la investigación de 

Nadimpalli, et al. [65] determinó que la lactancia materna confiere una protección 

significativa contra la colonización intestinal incidente de los niños con BLEE-E coli. Por 

lo que, sugieren continuar con la lactancia después de los 6 meses de vida. Esta protección 

puede explicar la poca prevalencia de estos GRA en los bebés menores de este estudio. 

 

En la presente investigación se clasificaron a los bebés de acuerdo a la edad estimada del 

periodo de destete (menores y mayores de 6 meses) y se observó que, de los pares 

concordantes positivos, fueron los bebés menores de 6 meses quienes representaron la 

menor proporción (40,00%). A pesar del amplio rango de edad, la mayoría de los niños 

todavía lactaban, y probablemente debido a esta falta de variabilidad; no se encontró 

diferencias significativas en relación a la lactancia materna sobre la concordancia positiva 

en la presencia de ambos genes (p = 0,152). Por ende, sería interesante seguir investigando 

la variable lactancia y su relación con la concordancia de ARGs entre madres y sus bebés. 
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9.2.4. Edad del bebé, alimentación complementaria y concordancia 

de blaCTX-M-15 en los pares madre-bebé 

Cuando el bebé deja de recibir lactancia materna y empieza a recibir alimentación 

complementaria, la microbiota de este mismo suele parecerse más a la de la madre a cabo 

de los 3 años de edad [66]. Esto se debe al aumento de la ingesta de macromoléculas 

como proteínas, carbohidratos, lípidos y fibras. En un ensayo de control aleatorio, Qasem 

et al. [67] demostraron que la introducción de alimentos sólidos condujo a un aumento en 

la diversidad de la microbiota intestinal. Por otra parte, la presencia de bacterias 

relacionadas a la leche materna como Bifidobacterium y Lactobacillaceae se reduce, 

mientras que en el destete aparecen bacterias como Bacteroides y Ruminococcus, que son 

capaces de fermentar y digerir los nutrientes más complejos [60, 68].  

 

Este patrón de alimentación se ve alterado conforme la edad del bebé aumenta. Además, 

si bien el impacto de la edad no era estadísticamente significativo en el presente estudio, 

se muestra una mayor proporción de pares concordantes positivos en los bebés mayores 

de 6 meses con respecto a los menores. En los tres grupos analizados, la mayoría de los 

bebés recibían alimentación complementaria (73,33%, 71,15% y 68,75%, 

respectivamente). Sin embargo, al realizar el análisis estadístico, se obtuvo un valor p = 

0,954; por ende, se rechaza una posible relación entre la alimentación complementaria 

por parte del bebé con una concordancia positiva entre la presencia de este gen en el par 

madre - bebé.   

 

9.3. Presencia simultánea de ambos genes 

En la presente investigación, se reporta la presencia de ambos genes de resistencia 

simultáneamente en una misma muestra; y esto sucedió en 44/198 casos (22,22%). 

 

Recientemente, se ha reportado la presencia de especies de BLEE en simultáneo con floR 

en el ADN de las muestras [69-71]. En la investigación de Yuan D, et al. [69] tomaron 

Pasteurella aerogenes aislada de muestras de aves de corral y, en la secuencia del genoma 

SF190908, identificaron cuatro grupos de genes de resistencia a antibióticos, uno de los 

cuales contenía el gen blaVEB (BLEE); además de un plásmido (pRCAD0752PA-1) que 

contenía el gen floR.  
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Asimismo, se ha reportado más específicamente la presencia simultánea de blaCTX-M y 

floR [70, 71]. Se ha postulado que los bacteriófagos también estarían involucrados en la 

propagación de genes de resistencia, por lo que, al comparar la abundancia de estos en 

ADN plasmídico y del bacteriófago proveniente de muestras fecales de pollo, se encontró 

la presencia de doce genes de resistencia a antibióticos, entre ellos, blaCTX-M y floR [70]. 

Por otra parte, al analizar muestras fecales de gansos, se reportó un aislado que albergaba 

el plásmido pZPK-H5 con los genes blaCTX-M-1 y floR [71].  

 

Los estudios anteriores reflejan la convivencia blaCTX-M y floR en muestras provenientes 

de animales. Sin embargo, a pesar de que blaCTX-M-15 ha demostrado alta prevalencia 

en humanos, no se ha encontrado una amplia evidencia de la coexistencia entre blaCTX-

M y floR en muestras provenientes de humanos. El estudio de Wu, et al., notificaron un 

caso de coexistencia entre blaCTX-M y floR en una cepa de K. pneumoniae 

extremadamente resistente (LSK16), perteneciente a un paciente varón de 73 años 

hospitalizado en el Hospital Central de Lishui en China [72].  

 

Como se mencionó anteriormente, este estudio evidenció la coexistencia de estos genes 

de resistencia en muestras tanto de madres como de bebés. Aunque su presencia se reportó 

solo en el 22.22% de los casos, este hallazgo es un indicativo alarmante que sugiere la 

necesidad de un seguimiento más exhaustivo y de continuar investigando la dinámica de 

estos y otros genes de resistencia antimicrobiana (RAM). 

 

9.4. Variabilidad de la presencia de los genes estudiados en las muestras 

de bebés 

Reportamos que, en 25/132 oportunidades, hubo una variación en la presencia de los 

genes de resistencia en los bebés, cambiando de positivo a negativo. Estos cambios se 

mostraron más en blaCTX-M-15 (22,73%) que en floR (15,15%). Asimismo, la Figura 6 

permite observar que el gen floR fue más prevalente en el tiempo, mientras que los 

patrones de aparición del gen blaCTX-M-15 fueron más efímeros. A continuación, 

mencionamos las posibles razones de ello. 

 

Los resultados presentados mostraron que el patrón de aparición de blaCTX-M-15 en las 

muestras de bebés solían ser más efímeras; mientras que floR fue más prevalente en el 
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tiempo. Esta diferencia podría estar relacionada al tipo de bacteria en donde se alberga 

cada uno de los genes, independientemente. En este grupo de niños, se ha reportado la 

presencia de  E. coli enterotóxica (ETEC) [73]. Asimismo, la investigación de Park et al. 

[74] en Corea, encontró que todos los aislados E. coli entero agregativa (EAEC) portaban 

el gen blaCTX-M-14 y todos los aislados ETEC el gen blaCTX-M-15. Asimismo, se ha 

visto que la duración media de eliminación de ETEC ha sido 10.6 días (mostrando un 

rango de entre 1 a 37 días), independientemente si los bebés estudiados tuvieron episodios 

de diarrea o no [73]. Esto podría sugerir que las bacterias que albergan este gen de 

resistencia fueron eliminadas de la microbiota en un periodo de tiempo relativamente 

corto con respecto a las siguientes tomas de muestra. De esta manera, se sugiere que, si 

bien ambos genes han sido encontrados en cepas de E. coli [6, 31, 32, 40-42], puede ser 

que blaCTX-M-15 tienda a encontrarse más en E. coli patogénica, mientras que floR en 

E. coli y otras bacterias comensales, por lo que ésta última permanecería más tiempo en 

la microbiota intestinal de los bebés. 

 

Otra posible explicación a la aparición y desaparición de estos genes (blaCTX-M-15 y 

floR) entre periodos de muestreo consecutivos se basa en la falta de transferencia 

horizontal de estos genes entre las bacterias de la microbiota. En general, se cree que los 

genes de resistencia han evolucionado gradualmente a partir de genes con otras funciones 

[75]. A partir de este gen cromosómico inmóvil, normalmente hay una evolución gradual 

que conduce a la resistencia adquirida en un patógeno, donde el gen debe reubicarse en 

un elemento que pueda moverse de forma autónoma entre las células, como un plásmido 

[76]. Entonces, puede que en el momento del muestreo el gen de resistencia no se haya 

encontrado en un plásmido capaz de movilizarse hacia otra bacteria y continuar con el 

fenómeno de resistencia adquirida.  

 

9.5. Otras características relacionadas a la presencia de los genes 

estudiados en los bebés 

 

9.5.1. Consumo de antibióticos de los bebés 

El uso excesivo de antibióticos genera cambios en el microbioma, lo que lo convierte en 

un reservorio de bacterias portadoras de GRA [5]. El estudio de Kalter et al. [9] determinó 

que el uso de antibiótico por parte de los niños en los 3 meses anteriores aumentó el riesgo 
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de ser portadores de E. coli resistente a la ampicilina, y el uso de sulfamidas mostró una 

relación dosis-respuesta con la resistencia al sulfametoxazol. Esto se torna relevante en 

este estudio debido a la presencia de muestras de bebés positivas para los genes de 

resistencia estudiados en bebés que consumieron antibióticos antes o dentro del periodo 

del presente estudio..  

 

Por otro lado, en otros estudios, se ha reportado que el uso de antibióticos por parte de los 

miembros de la familia aumentó el riesgo de resistencia en los bebés; probablemente 

provocado por una contaminación del hogar con bacterias resistentes [9, 11]. Esto podría 

relacionarse con aquellas muestras positivas pertenecientes a bebés que no estuvieron 

expuestos a antibióticos hasta el momento de la toma de muestra. Asimismo, en ese caso 

se podría inferir que estos GRA se adquirieron mediante otro factor.  

 

En Perú, los antibióticos se pueden adquirir sin receta médica [9], es por ello es necesario 

que se conozcan las consecuencias del uso indiscriminado de antibióticos. Además, 

reducir su uso en niños y miembros familiares podría ser una medida de protección 

importante. 

 

9.5.2. Hábitos de higiene 

Un estudio en Perú evidenció que cepas de E. coli cultivadas de las manos de las madres 

fueron más frecuentemente resistentes a la ampicilina, sulfametoxazol y ciprofloxacino 

en Chincha [9]. Asimismo, Carvalho et al. [19] demostró que aquellas madres portadoras 

que tenían un lavado de manos solamente ocasional se relacionaron con la presencia de 

blaCTX-M-15 o blaNDM en muestras fecales de sus bebés. Por lo que, los hábitos de 

higiene tienen un rol importante en la prevención de la adquisición de GRA. 

 

En este estudio, se observa que la mayoría de las madres reportan tener buenos hábitos 

de higiene en relación al lavado de manos y de alimentos. Por otro lado, la edad promedio 

de los bebés estudiados fue de 7 meses, edad en la cual estos comienzan a tener una mayor 

movilidad (por ejemplo: gatear y jugar), entrando así en mayor contacto con su entorno 

y, exponiéndose a una posible adquisición de GRA, en casos de hogares con saneamiento 

básico deficiente.   
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Cabe destacar que, al ser un tema de higiene personal, es difícil de corroborar la veracidad 

de las respuestas brindadas.  

 

9.5.3. Crianza de animales (pollos) 

Se ha descrito anteriormente la presencia de GRA en aves de corral [6, 29, 30, 37, 40], 

principalmente para el gen floR. En este sentido, se analizó la crianza de pollos como 

portadores de GRA, puesto que son animales de consumo habitual y de crianza para 

algunos hogares.  

 

El uso de antibióticos en la crianza de pollos es un punto crítico en la adquisición de GRA 

para estos mismos y su entorno. Se ha evidenciado que el florfenicol se emplea con fines 

terapéuticos [39] y como promotor del crecimiento, y está disponible en varias premezclas 

de alimentos comerciales, lo cual se ha relacionado con la presencia del gen floR en pollos 

[6]. Otro estudio, reportó que la portación de E. coli resistente a fármacos en gallinas de 

mercado fue significativamente mayor que en las gallinas domésticas [9].  

 

En la presente investigación se tuvieron pocos hogares con presencia de pollos; y el 

porcentaje de muestras de bebés que resultaron positivas tanto en hogares con crianza y 

sin crianza fue similar. Sin embargo, no se reportó información referente de los cuidados 

en la crianza de los pollos, es decir, si es que fueron tratados de manera doméstica o para 

fines de producción avícola; por ende, no se conoce el estado de uso de antibióticos en 

estos. Por lo que, con la información disponible, no se pudo establecer una relación entre 

la crianza de pollos en el hogar y la presencia de los GRA estudiados en las muestras de 

los bebés.  
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10. CONCLUSIONES 

 

1. El presente estudio logró identificar la presencia de genes de resistencia (blaCTX-

M-15 y floR) en las muestras fecales de las madres y sus bebés menores de 2 años; 

siendo floR el gen más prevalente (55,56% en bebés y 53,54% en madres); 

mientras que para blaCTX-M-15 la prevalencia fue menor (31,31% para ambos 

sujetos estudiados). 

2. Asimismo, se determinó una concordancia ligeramente positiva entre la presencia 

del gen blaCTX-M-15 en muestras de heces de madres y sus bebés menores de 2 

años (p = 0,007). En el caso del gen floR, no se identificó una concordancia 

significativa (p = 0,150).  

3. Se establecieron las características de los bebés relacionadas a la concordancia de 

blaCTX-M-15 (tipo de parto, sexo, edad, lactancia, alimentación 

complementaria), sin embargo, no se asoció significativamente con ninguna de las 

características analizadas (valor de p > 0,05; en todos los casos). 
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11. FORTALEZAS 

 

El presente estudio evaluó la presencia de 2 GRA en muestras de heces pareadas de 

madres y sus bebés, con el fin de determinar una posible concordancia. La principal 

fortaleza de la investigación ha sido el emparejamiento de muestras de heces de madres 

y sus bebés durante 3 meses continuos.  

 

Por otra parte, debido a que se tuvo disponible información de ciertas características 

relacionadas al bebé como el tipo de parto, sexo, patrón de alimentación y la edad, se 

pudo realizar un análisis estadístico para evidenciar una posible relación con la 

concordancia de la presencia de los GRA estudiados en los pares de madre-bebé y, de 

esta manera, realizar un análisis más completo del perfil de estos sujetos ante blaCTX-M-

15 y floR.  

 

Finalmente, consideramos que la detección de los genes de resistencia antimicrobiana 

blaCTX-M-15 y floR por medio de la técnica CRISPR Cas12a es un método eficaz debido 

a su alta sensibilidad, especificidad y rapidez, a comparación de otras técnicas de 

detección, además de su capacidad de brindar datos cualitativos y cuantitativos. Todo ello 

siendo útil en la vigilancia epidemiológica para controlar la propagación de la RAM. 
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12. LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES  

 

Durante esta investigación, si bien se realizó el emparejamiento de las muestras de madres 

y sus bebés, no se tuvo acceso a las posibles colonias involucradas en la transferencia de 

genes para ambos sujetos de estudio, lo cual pudo haber complementado la información 

de la microbiota intestinal que pueden compartir las madres y sus bebés Por ende, se 

recomienda realizar secuenciamiento de ADN y genotipificación de los GRA para obtener 

una visión más profunda del panorama.  

 

Por otra parte, las muestras utilizadas fueron parte de un estudio madre, específicamente 

muestras recolectadas entre 2016 y 2019; por lo que, a pesar de considerarse 

medianamente antiguas, no desencadenó mayores inconvenientes para el objetivo de esta 

investigación. No obstante, hubiera sido ideal obtener muestras más recientes para evaluar 

las prevalencias actuales de blaCTX-M-15 y floR en la población estudiada.  

 

Asimismo, se reconoce que es complicado la recolección de muestras de heces en la 

población debido a una incomodidad y vergüenza de por medio. Es por ello, que se 

complicó obtener un seguimiento mensual a largo plazo. Por ejemplo, hubo madres de las 

cuales se tenían muestras de dos meses consecutivos, pero no se contaba con la muestra 

del tercer mes; por lo que, los pares en cuestión fueron descartados para el estudio. De 

esta manera, se recomienda realizar un seguimiento con un diseño más apropiado con 

respecto a la incidencia acumulada de los GRA en los sujetos de estudio con el fin de 

comprender mejor las fluctuaciones en la microbiota intestinal materna y de sus lactantes. 
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ANEXOS 
 

Anexo 1: Ficha socio económica extraída del estudio madre 
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Anexo 2: Protocolo de extracción de ADN de las muestras de heces de las madres y de sus 

hijos según el fabricante (Fuente: Elaboración propia)  

(a) Las células bacterianas y las de otros patógenos en las heces se lisan incubando el 

homogeneizado de heces a 70°C. (b) El ADN se lava en 2 centrifugaciones, utilizando 2 

tampones para la eliminación completa de cualquier impureza residual. (c) Elución del ADN 

fuera de la columna hacia el tubo Eppendorf.  

*En lugar de 200 uL Buffer ATE se ha utilizado 60 ul de agua libre de nucleasas para obtener 

un mejor rendimiento de la extracción del ADN.  

a. Lisis celular  

 

b. Precipitación 
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c. Purificación o elución 

 

 

Anexo 3. Set de cebadores para los genes de resistencia blaCTX-M-15 y floR 

Gen Set Tipo Secuencia del 

primer 

Tamaño 

del 

producto 

Tempera- 

tura de 

Anilla- 

miento 

Referencia 

blaCTX-M-15 
1 F GCGCTACAGTA

CAGCGATAA 

 

216 pb 

 

50° C 

 

Ramadan 

R TTTACCCAGCG

TCAGATTCC 

floR 
1 F GCGCAACGGCT

TTCGTCATT 

 

270 pb 

 

58°C 

 

Qian 

R GCATCGCCAGT

ATAGCCAAA 
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Anexo 4. Mezcla maestra para la PCR  

Componentes 
Concentración 

inicial 

Concentración 

final 

Rx de 20 µl –  

Taq Pol in house 

Dream Taq 2X 1X - 

Buffer RPB* 5X 1X 5 µl 

dNTP (10 nM) 10 nM 0.5 nM 0.5 µl 

Taq Polimerasa  20 ng/µl 2 ng/ µl 2 µl 

Primer F 5 µM 0.2 µM 0.8 µl 

Primer R 5 µM 0.2 µM 0.8 µl 

DNA   2 µl 

*Composición del buffer: 200 mM Tris-HCl (pH 8.4 25°C), 300 mM KCl, 12 mM MgCl2, 

40% trehalose, 40 mM DTT, 0.4 mM EDTA, 1.6 mM dNTP mix 

 

 

Anexo 5. Componentes y mezcla maestra del complejo Cas12a para el sistema PCR-CRISPR-

Cas12a 

Componentes Concentración inicial Concentración final Volumen 1X Volumen 3X 

Cas12a 2 µM 0,1 µM 0.5 µl 1.5 µl 

ARNcr 1,3 µM 0,15 µM 1.2 µl 3.6 µl 

Sonda 50 µM 2 µM 0.4 µl 1.2 µl 

1x CrB Buffer - - 7.9 µl 23.7 µl 

Total   10 µl 30 µl 

 

 

Anexo 6. Cálculo de la estimación del índice kappa con respecto al tamaño de muestra [49] 

Índice de 

kappa 

n 

(número de pares de muestras de heces de madres e hijos) 

0,3 85 

0,4 47 

0,5 29 
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Anexo 7. Curvas para determinar el tamaño de muestra necesario con una potencia del 80 % 
y significancia de 0,05 para la prueba de Spearman [50]. 
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Anexo 8. Carta de Aprobación del proyecto 212020 emitida por CIEI. 
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Anexo 9. Medidas de estadística descriptiva de la concentración y calidad del ADN. 

 Concentración (ng/μL) Calidad (Abs 260/280) 

Rango 5,3 - 573,5 1,7 - 2,26 

Mediana 98,5 1,97 

RIC 109,125 0,0775 

P10 20,71 1,95 

P90 262,64 2,14 

   RIC = Rango intercuartílico; P10 = Percentil 10; P90 = Percentil 90  

 

 

 


