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RESUMEN

La resistencia a antibidticos forma parte de nuestra realidad en los Gltimos tiempos. A nivel
mundial y en nuestro pais casi la totalidad de los grupos de antimicrobianos actualmente
usados en la practica clinica se han visto afectados por éste fenémeno, han surgido o
reemergido mecanismos de resistencia expresados por gérmenes, haciéndolos capaces de
evadir o inactivar la accién de antibi6ticos. Dentro de ese marco uno de los compuestos
usados como Unica y Ultima alternativa contra microorganismos multirresistentes es

colistin.

El presente estudio sefiala el hallazgo de microorganismos con resistencia a colistin en
pacientes ambulatorios de un centro de salud privado de Lima-Pert en Agosto del afio
2017. El estudio realizado es descriptivo y transversal. De 326 aislamientos de urocultivos
se seleccionan 10 de ellos, entre cepas de Escherichia coli y Klebseilla pneumoniae, con
concentracion minima inhibitoria de >4 ug/ml en sistema automatizado Microscan (Equipo
Walkaway 96 plus - Beckman y Coulter), se complement6 el estudio con métodos de:
Difusién por disco de colistina, colistina-Agar Spot, Predifusion con tabletas de colistin,
Microdilucion en caldo colistin y PCR para gen mcr-1. La identificacion de todos los
aislamientos se realiz6 con sistema MALDI-TOF. Se observan en los resultados que de los
diez aislamientos 7 de ellos portan el gen MCR-1, mientras que tres aislamientos no
codificaron para este gen a pesar de ser resistentes a colistin fenotipicamente, lo cual
sugiere la presencia de otros genes que confieren resistencia a colistin diferentes al gen
mcr-1. Estos constituyen los primeros aislamientos de microorganismos con resistencia a

colistin asociado a portacion de gen mcr-1 en el Perd.
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INTRODUCCION

Laresistencia a los antibidticos cons-
tituye un problema global, crecientey
preocupante en la actualidad. Nuestro
paisnoesajenoaello. Unodelosgrupos
de antimicrobianos que en su mayoria
se ven afectados por este fendmeno han
sido el grupo de betalactamicos'; no obs-
tante, ningin grupo esta exento a este fe-
némeno. Quedan pocas opciones de an-
timicrobianos para tratamiento sin que
se desarrolle pronta resistencia a ellos.
Uno de los compuestos usados como
Unicay ultimaalternativa contra microor-
ganismos multirresistentes es colistin?.

Recientemente se ha reportado la
presencia de microorganismos aislados
de muestras biolégicas que expresan
resistencia plasmidica a colistin media-
daporelgenmcr-10 sus variantes. Este
suceso cobrarelevancia, puesto que co-
listineslatltimaopcion de tratamiento
ante microorganismos multirresistentes;
asi, el gentransferible mcr-1representa
un alto riesgo para la diseminacion de la
resistencia acolistin?34,

Colistinesunapolimixinadelgrupode
los polipéptidos, descubierto en la déca-
dade loscuarentayusadaentoncespara
el tratamiento de infecciones por bacilos
Gram negativos, que cay6 en desuso por
su alta toxicidad®. Recientemente, este
compuesto ha resurgido como medica-
mento de Ultima linea para el tratamien-
to de infecciones por gérmenes multi-
rresistentes. De los diferentes tipos de
polimixinas, solola By E (colistin) son de
uso clinico*>®. Su estructura quimica esta
conformada por un anillo peptidico poli-
catiénicoque contieneentre 8y 10ami-
noacidos, este decapéptido contiene un
lazo ciclico de siete aminoé&cidos entre el
grupo amino de la cadena lateral del aci-
do di-amino-butirico (Dab) en posicion 4
y el grupo carboxilo del carbono terminal
delresiduo 10 de treonina >8, este lazo
se une alacido graso amino terminal me-
diante una cadena de tres aminoécidos.
Tiene como caracteristica ser anfipatico
debido a la carga positiva sobre los resi-
duos Dabylacoladel acido graso, una
mezcla de grupos hidro y lipofilico. Esta
caracteristica le proporciona la misma
facilidad para disolverse en agua (sangre)
que en la bicapa lipidica de membranas

procariotas y eucariotas. El sitio blanco
de acciénde colistinesellipido Adel li-
popolisacarido de las membranas bacte-
rianasy su efecto es bactericida®.

En el afio 2015 en China, Liuy col.”
reportaron el primer mecanismo plasmi-
dico de resistencia a colistin en Entero-
bactriaceae denominado mcr-1 (mobile
colistin resistance) que corresponde a
una fosfoetanolamina transferasa que
es capaz de modificar el sitio blanco dis-
minuyendo la afinidad de colistin por el
lipido A. En este caso, se hallaron 260
muestras de E. coli portadoras de mcr-1
recuperadas de animales paraconsumo,
alimentos y muestras clinicas de pacien-
tes hospitalizados.

Alafechase haconfirmadolapresen-
ciadelgenmcr-1enpaisesde4continen-
tes incluido América®. Entre noviembre
de 2012 y noviembre del 2013 se hizo un
estudio enmuestras de turistas holande-
ses tras retornar a su pais provenientes
de América Latina, aislandose en ellos 6
cepasde E coli mcr -1 positivo®.

En el afio 2015, el Laboratorio Regional
de Resistencia a los Antimicrobianos del
Servicio Antimicrobianos del Instituto Na-
cional de Enfermedades Infecciosas “Dr.
Carlos G. Malbran” de Argentina, realizd
un estudio retrospectivo de cepas que
mostraron resistencia a colistin durante
los afios 2012 a 2016, encontrandose 9
E. coli positivasamcr-1°. En el afio 2016
sereportd en Colombia3aislamientosde
Salmonellaentérica positivas al gen mcr-
1 aislados de alimentos procedentes de
Bogota.'*?*También el afio 2016, la OPS
y OMS alertaron que: “Aunque es posible
la portacidn asintomdtica de bacterias
coneste gen, existeriesgode que se dise-
mine a través de pldsmidos a otras cepas
virulentas o clones hiperepidémicos".®

Descrito brevemente el panorama, y
dado que nuestro pais no cuenta con datos
al respecto, el presente estudio tiene por
objetivo describir los primeros hallazgos de
microorganismos que expresan resistencia a
colistinmediadaporelgenmcr-1.

METODOS

Se realizé un estudio de tipo descrip-
tivo y transversal. Los aislamientos se

obtuvieron de un centro de salud privado
deLima, Per(, centrode medianaafluen-
ciaqueatiende pacientesde maneraam-
bulatoria, los cuales pertenecen a todos
los estratos socioecondémicos provenien-
tesdevariados puntosdelpaisycuyapo-
blacion constade adultosjovenesyensu
mayoria adultos mayores.

Durante el mes de agosto del afio
2017, se obtuvieron un total 1027 uro-
cultivos. Todaslas muestras fueron sem-
bradas en placas de agar sangre y agar
McConkey con asas calibradas de 1pL,
incubadas a 35 ° C por 24 horas y pos-
teriormente evaluadas bajo los criterios
delmanual dela Sociedad Americanade
Microbiologia para clasificarlos como po-
sitivos 0 negativos, segln se aprecia en
elflujogramade lafigura l. Se obtuvie-
ron 326 urocultivos positivos, todos ellos
fueron procesados por el sistema auto-
matizado Microscan Walkaway Plus 96
(Beckman y Coulter) para identificacion
del microorganismoy larespectiva prue-
bade sensibilidad, utilizando los paneles
NUC 66. Figura 1.

Se consideraron importantes todos los
bacilos Gram negativos que no presen-
taron resistencia natural a colistin y con
una concentracién minima inhibitoria
(MIC) 24pg/mL para este mismo antimi-
crobiano (interpretado como resistente).
Sélo se considero el primer aislamiento
de cadauno delos pacientes en el perio-
do de tiempo sefalado.

Se obtuvieron asi 10 cepas, 9 Esche-
richia coli'y 1 Klebsiella pneumoniae, las
cuales fueron sometidas a las siguientes
pruebas para la confirmacion de la re-
sistencia a colistin®®: colistin agar spot **,
predifusion con tabletas de colistin 2, mi-
crodilucion en caldo colistin ¥y PCR para
gen mcr-1*(figura 1). Los aislamientos
fueron conservados en TSAyluego deri-
vados al Laboratorio Regional de Resis-
tencia alos Antimicrobianos del Servicio
Antimicrobianos delInstituto Nacionalde
Enfermedades Infecciosas de Argentina
"Dr.Carlos G. Malbran", manteniendolas
medidas de bioseguridad requeridas por
la International Air Transport Association,
donde se realizaron las pruebas men-
cionadas. La identificacion de todos los
aislamientos se realizé mediante espec-
tometria de masas: matrix assisted laser
desorption/ionization time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS).

AnFacmed. 2018;79(3):213-7| 214
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Figura 1. Flujograma para la caracterizacion de aislamientos portadores del gen mcr-1 en bacilos gram negativos

RESULTADOS

Se obtuvieron 1027 urocultivos, 326
de ellos positivos. Se determin6 que 7
aislamientos, todas Escherichia coli, ex-
presaron la presencia del gen mcr-1 por
PCR, el cual confiere resistencia plasmi-
dica a polipéptidos (Tabla 1). De las cepas
restantes, dos Escherichia coli'y una Kle-
bsiella pneumoniae, resultaron positivos
pararesistenciaacolistinenlas pruebas
fenotipicas pero no enla PCR para gen
mcr-1lo cual sugiere un mecanismo de
resistencia a colistin no asociado a gen
mcr-1.

215 | An Fac med. 2018;79(3):213-7

DISCUSION

Se ha descrito la presencia del gen
mcr-1en paises de 4 continentes inclui-
do América!>161719 Nuestros resultados
confirman la presencia del gen mcr-1
en nuestro pais; sin embargo, esto se
considera un hallazgo dado que segin
manuales de procedimientos y normas
internacionales no se encuentra con-
templado el uso de colistin en pruebas
de sensibilidad de rutina en aislamientos
urinarios, a excepcion de aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa en pacientes
hospitalizados o en microorganismos con

multidrogorresistencia. En esos casos,
los puntos de corte y el método idéneo
ausarsoncontroversialesporlaslimitan-
tes del método y las caracteristicas de la
molécula previamente sefialadas*®?°. El
hecho de no tener como protocolo de ru-
tinalablsquedade este tipo de resisten-
cia en enterobacterias se consideraria un
factor limitante paraconocerlaprevalen-
ciareal en nuestro medio; asi, a la fecha
Perud no cuenta con indicadores o datos
estadisticos comparados con otros paises
europeos que ya sefialan incluso un 2,9%
de aislamientos resistentes a colistin?:.



Resistenciaa colistinmediadoporel genmer-1en cepasde E. coliy K. pneumoniae Ruth Giovanna Ugarte Silva y col. -

Tabla 1. Cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae resistentes a colistin y con expresion del gen mer-1 por PCR

Microdiluciénencaldo
colistin

Predifusion con

CAdinndacana Aiclamiantn Calictin anar ennt PCR nanmer-1

tabletas de colistin

22818 Klebsiella pneumoniae Positivo 6mm 32 pg/mL (R) Negativo
22819 Escherichia coli Positivo 7mm >4 ug/mL (R) Positivo
22820 Escherichia coli Positivo 3mm 4 pg/mL (R) Positivo
22821 Escherichia coli Positivo Sin halo 4 pg/mL (R) Positivo
22822 Escherichia coli Positivo Sin halo 4 pg/mL (R) Positivo
22876 Escherichia coli Positivo 6mm >4 ug/mL (R) Negativo
22823 Escherichia coli Positivo Sin halo 4 pg/mL (R) Positivo
22824 Escherichia coli Positivo 5mm >4 ug/mL (R) Positivo
22826 Escherichia coli Positivo Sin halo 4 pg/mL (R) Positivo
22964 Escherichia coli Positivo 16mm 4 pg/mL (R) Negativo
Sin embargo, consideramos que nuestros  mismo, no se estudiaron los mecanismos 4, VelkovT,Roberts KD, NationRL, ThompsonPE, Li

hallazgosaportanalainvestigaciéndela
resistencia bacteriana en nuestro pais.

La prueba de colistin agar spot es
consideradaunapruebadetamizaje que
comparada con el método microdilucion
presenta una concordancia de 99,5%?*
dado que microdilucién en caldo para
colistin (BMD) es considerado el método
de referencia. En la tabla de resultados se
puede observar que todos los aislamien-
tos dieron resultados positivos para colis-
tin agar spot.

Elmétodo de predifusion con tabletas
de colistin esta fundamentado en mejorar
la difusién de colistin en el medio, ya que
éste es un antimicrobiano de alto peso
molecular?. En los resultados obtenidos
todos los aislamientos presentan halos
<11mm o que los categoriza como re-
sistentes'!, a excepcion de la cepa 22964
que presenta como resultado 16mm. En
cuanto alos resultados de microdilucién
en caldo, todos los aislamientos presen-
taron MIC 24ug/mL que los posiciona en
la categoriaresistente?24,

LaPCR paraelgenmcr-1esla prueba
molecular incluida en el esquema traba-
jado y por lo obtenido podemos sefialar
que los 3 aislamientos mcr- 1 negativos
resultaronresistentesacolistinperosure-
sistencianoseencontréasociadaalapre-
sencia de este gen en particular. Es posible
que en estos aislamientos la resistencia
se encuentre asociada a otros genes que
confieren resistencia cromosomicaa poli-
péptidos o aotras variantesde mcr-1ya
descritas (mcr-2 a mcr-8)?5263%,

Las limitaciones del presente estu-
diofueronquedurante eldesarrollodel

cromosomicos y/o plasmidicos de las ce-
pas mcr-1negativas?’2829,

Concluimos que de 326 urocultivos
positivo, se obtuvieron 7 aislamientos de
Escherichia coli resistentes a colistin y con
expresion del gen mcr-1. Sibien este tipo
de resistencia ya habia sido identificado
en paises lejanos?*?"#e incluso vecinos al
nuestro®, estos representan los primeros
aislamientos confirmados en enterobacte-
rias en el Per(iasociados a la presencia del
gen mcr-1. Recomendamos continuar el
estudioparalablsqueda de aislamientos
con esta resistencia e implementar prue-
bas en los laboratorios para su deteccion
temprana®, con la finalidad de generar
fuentes de informacién para detectar la
presenciade este geny susvariantes?®2,
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