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Resumen

Introduccion. Ante la aparicion de reportes de la presencia del gen mcr-1 'y su posible diseminacion por
plasmidos en los paises de la region y dado que este gen confiere resistencia a colistin, farmaco que es la
(ltima linea de tratamiento contra bacterias multirresistentes, es importante conocer su presencia en nuestro
pais en microorganismos que lo expresen. Métodos. Se realizo un estudio descriptivo y transversal. Se
incluyeron microorganismos aislados de urocultivos de pacientes ambulatorios de un centro de salud privado
en Lima, Peru, en agosto del afio 2017. De 326 urocultivos positivos se seleccionaron 10 aislamientos entre
cepas de Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae que presentaron concentracion minima inhibitoria 24pg/
mL (interpretado como resistente para colistin) por el sistema automatizado Microscan Walkaway 96 plus.
Se utilizaron los siguientes métodos: colistin agar spot, predifusion con tabletas de colistin, microdilucion en
caldo colistin y PCR para el gen mcr-1. Resultados. Se determind que 7 aislamientos, todas Escherichia coll,
expresaron la presencia del gen mer-1 por PCR, el cual confiere resistencia plasmidica a polipéptidos. De
las cepas restantes, dos Escherichia coliy una Klebsiella pneumoniae, resultaron positivos para resistencia
a colistin en las pruebas fenotipicas pero no en la PCR para gen mcr-1 lo cual sugiere un mecanismo de
resistencia a colistin no asociado a gen mcr-1. Conclusiones. Se obtuvieron 7 aislamientos de Escherichia
coli resistentes a colistin y con expresion del gen mer-1.
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Abstract

Introduction. Given the appearance of reports of the presence of the mer-1 gene and its possible dissemination
by plasmids in the countries of the region and given that this gene confers resistance to colistin, the drug
that is the last line of treatment against multiresistant bacteria, it is important to know its presence in our
country in microorganisms that express it. Methods. Descriptive and cross-sectional study was carried out.
Microorganisms isolated from urine culture of outpatients from a private health center in Lima, Peru, were
included in august 2017. Out of 326 positive urine cultures, 10 isolates were selected between strains of
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae that had a minimum inhibitory concentration 24ug/mL (interpreted
as resistant for colistin) by the automated system Microscan Walkaway 96 plus. The following methods were
used: colistin agar spot, prediffusion with colistin tablets, microdilution in colistin broth and PCR for the mcr-1
gene. Results. It was determined that 7 isolates, all Escherichia coli, expressed the presence of the mcr-1
gene by PCR, which confers plasmid resistance to polypeptides. Of the remaining strains, two Escherichia
coli and one Klebsiella pneumoniae, were positive for resistance to colistin in the phenotypic tests but not in
the PCR for mcr-1 gene, which suggests a mechanism of colistin resistance not associated with the mcr-1
gene. Conclusions. Seven isolates of Escherichia coli resistant to colistin and with expression of the mcr-1
gene were obtained.
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INTRODUCCION

La resistencia a los antibidticos cons-
tituye un problema global, creciente vy
preocupante en la actualidad. Nuestro
pais no es ajeno a ello. Uno de los grupos
de antimicrobianos que en su mayoria
se ven afectados por este fendmeno han
sido el grupo de betalactdmicos?; no obs-
tante, ningun grupo estd exento a este fe-
ndmeno. Quedan pocas opciones de an-
timicrobianos para tratamiento sin que
se desarrolle pronta resistencia a ellos.
Uno de los compuestos usados como
Unicay ultima alternativa contra microor-
ganismos multirresistentes es colistin?.

Recientemente se ha reportado la
presencia de microorganismos aislados
de muestras bioldgicas que expresan
resistencia plasmidica a colistin media-
da por el gen mcr-1 o sus variantes. Este
suceso cobra relevancia, puesto que co-
listin es la Ultima opcién de tratamiento
ante microorganismos multirresistentes;
asi, el gen transferible mcr-1 representa
un alto riesgo para la diseminacion de la
resistencia a colistin>*4,

Colistin es una polimixina del grupo de
los polipéptidos, descubierto en la déca-
da de los cuarentay usada entonces para
el tratamiento de infecciones por bacilos
Gram negativos, que cayd 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, solo la By E (colistin) son de
uso clinico*>®. Su estructura quimica esta
conformada por un anillo peptidico poli-
catiénico que contiene entre 8 y 10 ami-
nodcidos, este decapéptido contiene un
lazo ciclico de siete aminodcidos 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
del residuo 10 de treonina >°, este lazo
se une al dcido graso amino terminal me-
diante una cadena de tres aminodcidos.
Tiene como caracteristica ser anfipdtico
debido a la carga positiva sobre los resi-
duos Dab vy la cola del 4cido 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 accién de colistin es el lipido A del li-
popolisacarido de las membranas bacte-
rianas y su efecto es bactericida®.

En el afio 2015 en China, Liu y 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 para consumo,
alimentos y muestras clinicas de pacien-
tes hospitalizados.

A la fecha se ha confirmado la presen-
cia del gen mcr-1 en paises de 4 continen-
tes incluido América®. Entre noviembre
de 2012 y noviembre del 2013 se hizo un
estudio en muestras de turistas holande-
ses tras retornar a su pais provenientes
de América Latina, aislandose en ellos 6
cepas de E coli mcr -1 positivo®.

Enelafio 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 positivas a mcr-1*°. En el afio 2016
se reportd en Colombia 3 aislamientos de
Salmonella entérica 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 portacion asintomdtica de bacterias
con este gen, existe riesgo de 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
colistin mediada por el gen mcr-1.

METODOS

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

obtuvieron de un centro de salud privado
de Lima, Peru, centro de mediana afluen-
cia que atiende pacientes de manera am-
bulatoria, los cuales pertenecen a todos
los estratos socioecondmicos provenien-
tes de variados puntos del pais y cuya po-
blacion consta de adultos jévenesy en su
mayoria adultos mayores.

Durante el mes de agosto del afio
2017, se obtuvieron un total 1027 uro-
cultivos. Todas las muestras fueron sem-
bradas en placas de agar sangre y agar
McConkey con asas calibradas de 1L,
incubadas a 35 ° C por 24 horas y pos-
teriormente evaluadas bajo los criterios
del manual de la Sociedad Americana de
Microbiologia para clasificarlos como po-
sitivos o negativos, segln se aprecia en
el flujograma de la figura 1. 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 microorganismo vy la respectiva prue-
ba de 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 concentracion minima inhibitoria
(MIC) =4ug/mL para este mismo antimi-
crobiano (interpretado como resistente).
Sélo se considerd el primer aislamiento
de cada uno de los pacientes en el perio-
do de tiempo sefialado.

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 *,
predifusidon con tabletas de colistin *2, mi-
crodilucién en caldo colistin ** y PCR para
gen mcr-1 % (figura 1). Los aislamientos
fueron conservados en TSA y luego deri-
vados al Laboratorio Regional de Resis-
tencia a los Antimicrobianos del Servicio
Antimicrobianos del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas de Argentina
"Dr. Carlos G. Malbran", manteniendo las
medidas de bioseguridad requeridas por
la International Air Transport Association,
donde se realizaron las pruebas men-
cionadas. La identificacion de todos los
aislamientos se realizd mediante espec-
tometria de masas: matrix assisted laser
desorption/ionization time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS).
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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 determiné 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 coliy una Kle-
bsiella pneumoniae, resultaron positivos
para resistencia a colistin en las pruebas
fenotipicas pero no en la PCR para gen
mcr-1 lo cual sugiere un mecanismo de
resistencia a colistin no asociado a gen
mcr-1.
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DISCUSION

Se ha descrito la presencia del gen
mcr-1 en paises de 4 continentes inclui-
do América'>'®1" Nuestros resultados
confirman la presencia del gen mecr-1
en nuestro pals; sin embargo, esto se
considera un hallazgo dado que segun
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 excepcién de aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa en pacientes
hospitalizados o en microorganismos con

multidrogorresistencia. En esos casos,
los puntos de corte y el método idéneo
a usar son controversiales por las limitan-
tes del método y las caracteristicas de la
molécula previamente sefialadas'®?. El
hecho de no tener como protocolo de ru-
tina la busqueda de este tipo de resisten-
cia en enterobacterias se consideraria un
factor limitante para conocer la prevalen-
cia real en nuestro medio; asi, a la fecha
Perd no cuenta con indicadores o datos
estadisticos comparados con otros paises
europeos que ya sefialan incluso un 2,9%
de aislamientos resistentes a colistin?®.
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Tabla 1. Cepas de Escherichia coli'y Klebsiella pneumoniae resistentes a colistin y con expresion del gen mer-1 por PCR

Microdilucién en caldo

Predifusion con

Cédigo de cepa Aislamiento Colistin agar spot tabletas de colistin colistin PCR gen mcr-1
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 ug/mL (R) Positivo
22821 Escherichia coli Positivo Sin halo 4 pg/mL (R) Positivo
22822 Escherichia coli Positivo Sin halo 4 ug/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 S5mm >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. Velkov T, Roberts KD, Nation RL, Thompson PE, Li
hallazgos aportan a la investigacion de la  cromosdmicos y/o plasmidicos de las ce- J. Pharmacology of polymixins: new insights into an
resistencia bacteriana en nuestro pal's. pas mer-1 negativas”'z“? “old class of antibiotics. NIH Public Access. 2013;

8(6):711-24. DOI: 10.2217/fmb.13.39.
La prueba de colistin agar spot es Concluimos que de 326 urocultivos 5 Aguayo A, Mella S, Riedel G, NellolH,’ Domin-
considerada una prueba de tamizaje que  positivo, se obtuvieron 7 aislamientos de guez M, Gonzales-Rocha G. Colistin en la
P . X ., o . ) o, era post-antibidtica. Rev Chil Infectol. 2016;
comparada con el metodolmlcrodlluuon Escherichia coli resistentes a colistin y con 33(2):166-176. DOI: http://dx.doi.org/10.4067/
presenta una concordancia de 99,5%" expresién del gen mer-1. Si bien este tipo $0716-10182016000200006
dado que microdilucion en caldo para e resistencia ya habia sido identificado 6 g:glfb\jego;T’Pr’:‘:rtrf;;ti’nzizzfgrgr:aﬂ'oi;
colistin (BMD) es considerado el método ‘ ; ; ; el .
d ‘ ( . )E la tabla d ltad en paises lejanos**** e incluso vecinos al namics of colistin and polymixin B: are we yet?. Int
ereferencia. tnlatabla deresultados se  ,actro!®, estos representan los primeros J Antimicrob Agents. 2016; 48(6): 592-597. DOI:
puede observar que todos los aislamien- aislamientos confirmados en enterobacte- 10.1016/}.ijantimicag.2016.09.010
tos dieron resultados positivos para colis- . | , iad | iz del 7. LiuYY,Wang Y, Walsh TR, Yi LX, Zhang R, Spen-
tin agar spot rias en el Perd asociados a la presencia de cer J, eT al. Emergence of plasmid-mediated
' gen mcr-1. Recomendamos continuar el colistin resistance mechanism mcr-1 in animal
El método de predifusién con tabletas estudio para la bL’quueda de aislamientos and human beings in China: a microbiological
de colistin esta fundamentado en meiorar i i K and molecular biological study. Lancet Infect.
i T nme con esta resistencia e implementar prue- Dic. 2016;16(2):161-168. DOI: 10.1016/S1473-
la difusion de colistin en el medio, ya que  bas en los laboratorios para su deteccidn 3099(15)00424-7
éste es un antimicrobiano de alto peso  temprana®, con la finalidad de generar & WangR,VanDorp L, Shaw L, Bradley P, Wang Q,
molecular?. En los resultados obtenidos . . Wang X, et al. The global Distribution and spread
todos los aislamientos bresentan halos fuentes de informacion para detectar la of the mobilized colistin resistance gene mcr-1. Na-
P ) presencia de este gen y sus variantes?*#. ture communication.2018;9(1):1179. DOI: 10.1038/
<11mm lo que los categoriza como re- 541467-018-03205-2
sistentes??, a excepcion de la cepa 22964 9. Organizacion Panamericana de la Salud/Orga-
ue presenta como resultado 16mm. En nizacion Mundial de La Salud [internet]. Alerta
(c]uan?o a los resultados de microdilucién AGRADECIMIENTOS Epidemiologica: Enterobacterias con resistencia
. . Al médi tol Iinico El Tabi transferible a colistin, implicaciones para la sa-
en caldo, todos los aislamientos presen- me Ico pa 0 ng clinico ; ena ap|,a lud publica en las Américas. Washington D.C.:
taron MIC >4pg/mL que los posiciona en  Egoavil. A los licenciados tecndlogos me- OPS/OMS. 2016. [Fecha de acceso 20 de julio
la categorfa resistente??, dicos Blanca Cutis Onsihuay, Lacey Prado de 2018]. Disponible en: htips://www.paho.org/
Duran, Heydi Garcia Leyva, Manuel Melo hq/dmdocgments/2016/2016—Jun—10—a|erta—ep|—
La PCR para el gen mcr-1 es la prueba  gspinoza por su colaboracion en el pre- enterob-resist.pdf
. . 10. Programa Nacional de Control de Calidad en Bac-
molecular incluida en el esquema traba- i
. | . q Ral sente estudio. teriologia del Insituto Nacional de Enfermedades
JadO y por o obtenido podemos senalar Infecciosas “Dr. Carlos Malbran". Emergencia de
que los 3 aislamientos mcr-1 negativos Resistencia Plasmidica (Transferible) a colistin/
resultaron resistentes a colistin pero su re- . Polimixina B MCR-1 en Argentina. Boletin informa-
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