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RESUMEN

Se analiz6 la presencia del gen mcr-1 en 165 enterobacterales productores de betalactamasas de espectro ex-
tendido (EP-BLEE) recuperados en 2017 de sangre (40), orina (57), secreciones respiratorias bajas (12) e hiso-
pados rectales (56) de pacientes hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas (Peru).
La identificacion y la susceptibilidad antimicrobiana se determinaron por el sistema automatizado Phoenix
M50; la resistencia a colistina por Colistin Agar-Spot (CAS); la deteccion de mirc-1 por el método fenotipico
de predifusién de colistina e inhibicion con EDTA (CPD-E) y por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés). De los 165 EP-BLEE 25 fueron positivos para mcr-1 por el método CPD-E y se con-
firmé por PCR. Por el método CAS, 20/165 fueron resistentes a colistina. Ademads, mostraron resistencia a las
fluoroquinolonas y a la gentamicina, y permanecieron sensibles a la amikacina; dos aislamientos presentaron
metalocarbapenemasas. La obtencion de datos sobre la resistencia a antimicrobianos considerados de ultima
linea (colistina) es crucial para establecer medidas para su control.

Palabras clave: Enterobacteriaceae; beta-Lactamasas; Colistina; Farmacorresistencia Microbiana.
(Fuente: DeCS BIREME)

EXTENDED-SPECTRUM BETA-LACTAMASE-
PRODUCING ENTEROBACTERALES CARRYING THE

mcr-1 GENE IN LIMA, PERU

ABSTRACT

We analyzed the presence of the mcr-1 gene in 165 extended-spectrum beta-lactamase-producing enterobac-
terales (ESBL-PE) obtained during 2017, from blood (40), urine (57), lower respiratory secretions (12) and
rectal swabs (56) of patients hospitalized in the Instituto Nacional de Enfermedades Neopldsicas (Peru). An-
timicrobial identification and susceptibility were determined by the Phoenix M50 automated system; colistin
resistance by Colistin Agar-Spot (CAS); mrc-1 detection by colistin pre-diffusion and inhibition with EDTA
test (CPD-E) and by polymerase chain reaction (PCR). We found that from the 165 ESBL-PE, 25 were positive
for mcr-1 by the CPD-E method and confirmed by PCR. Colistin resistance was found in 20/165 by using the
CAS method. Additionally, they showed resistance to fluoroquinolones and gentamicin, while remaining sen-
sitive to amikacin; two isolates presented metallo-carbapenemases. Obtaining data on resistance to last-line
antimicrobials (colistin) is crucial to establish measures for its control.

Keywords: Enterobacteriaceae; beta-Lactamases; Colistin; Drug Resistance, Microbial. (Source: MeSH NLM)

INTRODUCCION
La diseminaciéon mundial de bacterias gramnegativas multidrogorresistentes (MDR) y ex-

tremadamente resistentes a los antimicrobianos (XDR), incluidos los enterobacterales pro-
ductores de carbapenemasas (EPC), ha llevado a la reinsercién de colistina como terapia de
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ultimo recurso; este antibidtico interactia directamente con
el lipopolisacirido de la membrana externa . Los princi-
pales mecanismos de resistencia implican la modificacion
del lipido A, mediados por mutaciones en genes del sistema
regulador PhoPQ-PmrAB, incluso durante el tratamiento
en microorganismos clinicamente relevantes como Kleb-
siella pneumoniae >. En 2015, se describié un mecanismo
de resistencia a la colistina mediada por plasmidos (PMCR,
por sus siglas en inglés), relacionado con el gen mcr-1 (Mo-
bile Colistin Resistance) entre enterobacterales aislados de
animales y humanos en China ), este codifica una fosfoe-
tanolamina transferasa que modifica el blanco de colistina,
mediante la adicién de fosfoetanolamina, lo que reduce la
afinidad por la colistina ©.

Diversos estudios han demostrado una distribucion
mundial de mcrl, especialmente en Escherichia coli, y una
presencia ocasional en otras especies bacterianas ©. Al igual
que con otros genes de resistencia, se han detectado diferen-
tes variantes alélicas de mcr-1 (mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5,
mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9 y mcr-10) ©©. En América del
Sur, se ha reportado la presencia de genes mcr-1 en varios
paises, a partir de aislamientos de humanos, animales y ali-
mentos 7. En 2016, la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) recomendé implementar y fortalecer la vigilancia
e investigacion epidemioldgica de la PMCR 9. En el Peru,
hasta el momento se ha informado la presencia de mcr-1 en
aislamientos de E. coli de origen clinico 12,

En ese sentido, como parte del proyecto «Vigilancia epi-
demioldgica de bacterias resistentes en infecciones asociadas
a la atencion en salud», se plantea este estudio con el objeti-
vo de conocer los enterobacterales productores de betalacta-
masa de espectro extendido (EP-BLEE) portadores del gen
mcr-1 en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas
(INEN) del Pert.

EL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio descriptivo. Entre enero y diciembre de
2017, se recolectaron 165 aislamientos consecutivos unicos
de EP-BLEE, entre Escherichia coli (112), Klebsiella pneu-
moniae (41), Enterobacter cloacae (5), Proteus mirabilis (4),
Klebsiella oxytoca (2) y Klebsiella ozaneae (1), recuperados
de muestras de sangre (40), orina (57), secreciones respira-
torias bajas (12) e hisopados rectales (56) de pacientes hos-
pitalizados en el INEN.

La identificacién y susceptibilidad antimicrobiana se rea-
lizé con el sistema automatizado Phoenix M50y la confir-
macién de BLEE con el sistema BD-Expert (BD Diagnostics,
Sparks, MD), la interpretacion se realizé siguiendo las reco-
mendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ), La deteccién de la resistencia a la colistina se reali-
z6 por el método de tamizaje Colistin Agar-Spot (CAS) (Agar
Mueller-Hinton [Merck, Alemania]; sulfato de colistina sulfa-
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Motivacién para realizar el estudio: La resistencia a los
farmacos considerados de ultima linea frente a bacterias
multidrogorresistentes (MDR) es motivo de preocupacion.
Es necesario investigar la resistencia a la colistina en
enterobacterales productores de betalactamasa de espectro
extendido (EP-BLEE) para conocer la realidad de este tipo de
microrganismos en nuestro medio.

Principales hallazgos: De los aislamientos de EP-BLEE,
el 152% fueron positivos para el gen mcr-1, presentaron
resistencia acompanante a fluoroquinolonas y gentamicina,
y permanecieron sensibles a la amikacina; dos de estos
aislamientos eran productores de metalocarbapenemasas.

Implicancias: Los resultados de este estudio muestran la
importancia del relevamiento de datos sobre la resistencia a la
colistina mediada por plasmidos en MDR, lo cual respalda la
necesidad de la implementacién de estudios de epidemiologia
molecular para su control y se evite su diseminacion en el
ambito hospitalario.

to [Sigma-Aldrich, Alemania]), desarrollado por el Servicio
de Antimicrobianos, INEI ANLIS «Dr. Carlos G. Malbrén» 4.
Ademids, se realizo el método fenotipico de predifusion de
colistina e inhibicién con el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (CPD-E) (Agar Mueller-Hinton [Merck, Alemania];
discos de colistina 10 pg [Oxoid, Inglaterra]; discos de EDTA/
SMA 372/900 ug [Britania, Argentina]), descrito por Yauri et
al. 1, para la deteccion del gen mcr.

Se us6 ADN bacteriano total como molde para la detecciéon
molecular, y esta se llevo a cabo en el laboratorio de Epidemio-
logia Molecular y Genética del Instituto de Medicina Tropical
«Daniel A. Carrion» del Centro de Investigaciones Tecnoldgicas,
Biomédicas y Medioambientales - CITBM, de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos. Para la identificacion de la presencia
de genes de resistencia (mcr-1, bla_.., . bla, .y bla, ) se utilizd
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) como se ha descrito anteriormente “!¢1? (Figura 1).

El presente reporte se ha desarrollado como parte del
estudio de los Circulos de Investigacion en Ciencia y Tecno-
logia del Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico, Tecnolo-
gico y de Innovacion Tecnolégica (FONDECYT), aprobado
por el Departamento de Investigacion del INEN. El estudio
sigue los lineamientos de las buenas practicas y la ética en
investigacion biomédica. Se reportan frecuencias absolutas
y relativas de las variables de interés. Se utilizé el programa
Microsoft Excel para el analisis descriptivo.

HALLAZGOS
De los 165 aislamientos de EP-BLEE, 25 (15,2%) dieron po-

sitivo por el gen mcr-1; 20 (12,1%) fueron resistentes a la
colistina por el método de tamizaje CAS. La deteccion fe-
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Figura 1. Flujograma de la deteccion de enterobacterales productoras de betalactamasas de espectro extendido

portadoras del gen mcr-1.

notipica del mcr con el método CPD-E tuvo 100% de corre-
lacion con el método genotipico (25 positivos). La presencia
del gen mcr-1, segun especie, se dio de la manera siguiente:
E. coli (18), K. pneumoniae (4), E. cloacae (2) y K. oxytoca
(1). Segun el tipo de muestra, el mcr-1 se detecté mas en los
aislamientos provenientes de hisopados rectales (11/25) y en
la sangre (9/25) (Tabla 1).

Ademas, el perfil de susceptibilidad de las EP-BLEE por-
tadoras del gen mcr-1 mostraron resistencia a las fluoroqui-
nolonas y a la gentamicina, y permanecieron sensibles a la
amikacina. Cabe resaltar que dos aislamientos de K. pneu-
moniae presentaron resistencia a los carbapenémicos por la
presencia de metalocarbapenemasas (Nueva Delhi Metalo
beta-lactamasa [NDM, por sus siglas en inglés]) (Figura 2).

DISCUSION

La presencia de PMCR a causa del gen mcr-1 esta amplia-
mente distribuida en todo el mundo y en algunos casos se

encuentra relacionado con otros marcadores de resistencia,
como las betalactamasas (BLEE o carbapenemasas) 7111820,
En nuestro estudio, la presencia del gen mcr-1 en EP-BLEE
fue del 15,2% de aislamientos recuperados de diferentes ti-
pos de muestra de infecciones y colonizaciones (portadores)
en pacientes hospitalizados. En 2017, Ugarte et al. "2 reali-
zaron el primer reporte en el Perd sobre mcr-1 en siete aisla-
mientos de E. coli recuperados a partir de cultivos de orina
de pacientes comunitarios. En 2019, Deshpande et al. 1V in-
formaron tres aislamientos de E. coli productores de mcr-1 a
partir de infecciones de sangre y piel recuperados en 2016 en
nuestro pais, uno de los aislamientos era productor de BLEE
(blaCTX—M—SS)'

La presencia de enterobacterales productores de betalacta-
masas portadores del gen mcr-1 se encuentran en aumento en
la region 52, no solo coproductores de BLEE, sino también
de carbapenemasas, como se observé en dos de nuestros ais-
lamientos de K. pneumoniae MDR, con resistencias que van
desde los betalactamicos (CTX-M, NDM), fluoroquinolonas,

Tabla 1. Distribucion de aislamientos de enterobacterales productores de betalactamasas de espectro extendido portadoras del gen mcr-1 por tipo de

muestra y procedencia.

Tipo de muestra

Procedencia
Sangre Orina Secreciones respiratorias bajas  Hisopado rectal Total

Abdomen 1 1 1 - 3
Ginecologia - 1 - - 1
Medicina oncoldgica 3 1 - 10 14
Pediatria oncoldgica 4 1 - - 5

Térax y mama - - - 1 1
Urologia 1 - - R 1

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.374.5832 | 713
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Figura 2. Perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos de las enterobacterales productores de betalactamasas de espectro

extendido portadoras del gen mcr-1 (n = 25)*.

gentamicina e incluso colistina, que es considerada un antibio-
tico de dltimo recurso frente a bacterias MDR, quedando solo
la amikacina como alternativa terapéutica.

El método de tamizaje CAS presenta una concordancia
del 99,5% comparada con el método microdilucion en caldo,
considerado como el método de referencia para la determi-
nacién de resistencia a la colistina. En nuestro estudio, se
pudo detectar resistencia a la colistina en 17/25 aislamien-
tos productores de micr-1, probablemente debido a que estos
aislamientos presentaban una concentraciéon minima inhibi-
toria (CMI) <3 ug/mL, que es la concentracion de colistina
que utiliza el método de tamizaje CAS 4.

Un aislamiento de K. pneumoniae catalogado como resis-
tente a la colistina no portaba el gen mcr-1; esta resistencia a la
colistina podria estar relacionada con mutaciones en genes del
sistema regulador PhoPQ-PmrAB *¥; o a la presencia de varian-
tes alélicas del gen mcr no investigadas en este estudio ©°. Un
dato que nos parece importante mencionar es que desde 2020, el
CLSI cambid los puntos de corte para la interpretacion de colisti-
na en enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter
spp. quedando solo las categorias de intermedio (<2 ug/mL) y
resistente (>4 pg/mL); y dejando como metodologias aceptables
la Microdilucién en clado para colistina (BMD), prueba de colis-
tina en agar (CAT, por sus siglas en inglés) y elucién de disco de
colistina en caldo (CBDE, por sus siglas en inglés) 1%

El método CPD-E ¥, basado en la caracteristica de la
metaloproteina dependiente de zinc de la enzima fosfoe-
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tanolamina transferasa codificada por el gen mcr-1, que le
permite ser inhibida por quelantes como el EDTA, tuvo una
excelente correlacion con los aislamientos portadores del
gen mcr-1, demostrando ser una buena alternativa fenotipi-
ca para la deteccion de productores de MCR.

La presencia del gen mcr-1 en aislamientos clinicos MDR
causantes de infecciones es preocupante, ya se ha demostra-
do la presencia gastrointestinal de bacterias con este gen en el
ambiente hospitalario o comunitario “?. En nuestro estudio,
la frecuencia de colonizados con EP-BLEE portadores del gen
mcr-1 fue del 44%; esta colonizacion es muy peligrosa, ya que
existe el riesgo de que pueda diseminarse, a través de plasmi-
dos, a otras cepas virulentas o clones epidémicos 1.

Este estudio presenta algunas limitaciones que debemos
mencionar. Los resultados obtenidos corresponden a una co-
leccién de aislamientos MDR (productores de BLEE) de una
institucion de salud especializada; no se pueden extrapolar los
resultados a otras instituciones. Es necesario evaluar la presencia
del gen mcr-1 con un niimero mayor de aislamientos no MDR de
diferentes centros hospitalarios para conocer el impacto real de
este marcador de resistencia en nuestro pais. Ademas, no se ana-
lizaron variantes alélicas distintas del gen mcr-1 y otras causas de
resistencia a colistina, como mutaciones en los genes del sistema
regulador del lipido A de la membrana bacteriana.

En conclusion, la recolecciéon de datos sobre resistencia
bacteriana a los antimicrobianos considerados de tltima linea

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.374.5832
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es crucial para establecer medidas acordes a la realidad local y
compararlas a nivel regional y mundial. A pesar de que nuestros
resultados muestran el panorama de un solo centro, la aparicion
de aislamientos MDR con resistencia a la colistina, respalda la
necesidad de implementar estudios de epidemiologia molecu-
lar para prevenir el establecimiento de infecciones asociadas a la
atencion en salud por este tipo de microorganismos.

Contribuciones de autoria: KYC y EGE concibieron el articulo,
recolectaron los datos y el material de estudio, y redactaron. MZA, CRSA
y JPS participaron en la idea de la investigacion, la redaccion y la asesoria
técnica y administrativa. CBE y WVT participaron en la recoleccion de
datos y material de estudio y redaccién del articulo. Todos los autores
realizaron la revisién critica del articulo, aprobaron la version final y
asumen responsabilidad de los contenidos del manuscrito.
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