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Antecedentes y marco teorico

Introduccion

A partir de la década de 1970 nos encontramos en una crisis global de
resistencia antibidtica principalmente entre los bacilos gram negativos, con
limitaciones importantes en los tratamientos disponibles para estos patégenos,
en particular aquellos que causan infecciones hospitalarias. Los
microorganismos que muestras mas frecuentemente un patron de resistencias
extenso (XDR), panresistentes (PDR) y “de dificil tratamiento” son Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas
aeruginosa. (1)

El aumento de esta resistencia extendida ha provocado volver a utilizar las
polimixinas como antibiéticos de udltimo recurso en caso de infecciones
causadas por Enterobacterales productores de carbapenemasas, en ocasiones
por la falta de acceso a nuevos antimicrobianos, el retraso en la autorizacién, el
alto costo y la distribucion desigual del farmaco en algunas partes del mundo
como en América Latina. (2)

Las polimixinas (polimixina B y polimixina E también conocida como colistina)
son farmacos antimicrobianos que fueron descubiertos en 1947 (3) a partir de
la sintesis de productos naturales de la bacteria Paenibacillus polymixa. La
diferencia entre estas moléculas consiste en el cambio puntual del aminoacido
fenilalanina por leucina en la posicién 6 (colistina). (2) Posteriormente, se
inform6 en Japdn (1947) que la colistina es un metabolito secundario de la
subespecie colistinus de la bacteria gram positiva P. polymyxa (4).

Son moléculas anfipéaticas y apolares, clasificadas como lipopéptidos cationicos
grandes (1200 Da), su estructura consiste en la unién de un heptapéptido
ciclico a un tripéptido acilado en el extremo N-terminal por una cadena de
acidos grasos de longitudes variables, esta ultima determina las formulaciones
comerciales: polimixina B1y B2 y colistina Ay B. (2)

Colistina y polimixina B ya se han utilizado durante décadas de forma
ininterrumpida en medicina veterinaria. (1) Principalmente para el tratamiento y
profilaxis de infecciones gastrointestinales causadas por Enterobacterales, pero
también para promover el crecimiento en cerdos, aves y terneros. (2)

La colistina se ha utilizado desde su descubrimiento y sin interrupcion para el
tratamiento de la diarrea causada por E. coli en lechones destetados, y durante
varias décadas, ha sido una de las principales opciones de tratamiento en
cerdos. (5)

Debido al aumento en la incidencia de casos de resistencia a colistina en cepas
humanas y animales; en México esta prohibido el uso de colistina para uso
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animal con el fin de promover el crecimiento animal y se incluye en los
farmacos prohibidos para este uso en el Diario Oficial de la Federacion desde
2003. (6)

Es casi seguro que la emergencia de resistencia a colistina adquirida mediante
plasmidos se vio exacerbada por el uso de colistina en granjas chinas y del
sudeste asiatico (7)(8) a partir de donde se propagdé a otros paises y entre
diversas especies de la familia Enterobacteriaceae, reportandose un aumento
en la incidencia de forma exponencial en ciertas regiones. (4)

En 2016, el Ministerio de Agricultura de China retir6 formalmente la colistina
como aditivo alimentario para animales y restringié su uso para tratamiento de
infecciones por microorganismos MDR en humanos; por otro lado, en 2017, el
Departamento de Desarrollo Ganadero de Tailandia también prohibio
oficialmente la colistina como aditivo alimentario. (9)

En la medicina humana; en 1959, la Administracion de Drogas y Alimentos de
los Estados Unidos de América aprobd la colistina para tratar varios tipos de
diarrea e infecciones del tracto urinario (4). Sin embargo, suspendioé su uso en
1970 debido a la alta nefrotoxicidad; restringiéndose Unicamente a poblacién
especifica como enfermos de fibrosis quistica y a soluciones topicas para
infecciones en oculares y 6ticas. (1)

Debido al incremento de la resistencia antimicrobiana mundial, en los ultimos
afos estos farmacos se han vuelto a introducir en la practica clinica como
terapia de rescate en infecciones contra bacilos gram negativos XDR y PDR
como Unica opcién de tratamiento y también para proporcionar un efecto
sinérgico. (3) Actualmente, las polimixinas estan clasificadas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como uno de los antimicrobianos de
mayor prioridad (critica) en medicina humana. (10)

Efecto antimicrobiano de colistina

La colistina se une a la membrana externa anionica de las bacterias,
especificamente a los grupos fosfato del lipido A, desplazando
competitivamente los cationes Ca 2 + y Mg 2 + (que unen moléculas de LPS
adyacentes), para posteriormente insertar la seccién hidrofébica en la capa de
fosfolipidos, esto lleva a la formacion de agregados, alteracion de la
permeabilidad de la membrana, fuga de iones y otro contenido celular,
desembocando en la muerte bacteriana. (2) (11) El LPS es una estructura muy
compleja por ser heterogénea entre muchas especies bacteriana, sin embargo
el lipido A (una porcion especifica de la membrana celular) esta conformado
por cinco o seis colas lipidicas en una estructura laminar estable y
relativamente conservado en las especies bacterianas. (11)



También se ha propuesto un mecanismo de accion adicional considerado
secundario que consiste en la inhibicion de cierta enzima respiratoria: las
NADH-oxidorreductasas de quinona de tipo 11.(12)

Usos

La colistina se administra como el profarmaco colistina metanosulfonato (CMS),
también conocido como colistimetato. EI CMS es menos toxico que el sulfato
de colistina y carece de actividad antibacteriana por si mismo y requiere
hidrdlisis a colistina (y otros derivados parciales del metanosulfonato) en fluidos
bioldgicos. (2)

La colistina tiene un espectro de actividad bactericida estrecho pero importante,
tiene actividad contra miembros de la familia Enterobacteriaceae, incluidas
especies de Klebsiella, E. coli, especies de Citrobacter, especies de Shigella,
especies de Enterobacter y especies de Salmonella. La colistina también tiene
una actividad bactericida significativa contra las bacterias gram negativas no
fermentadoras de lactosa predominantes, incluidas Stenotrophomonas
maltophilia, A. baumannii y Pseudomonas aeruginosa. (4)

Por otro lado; diversas especies son naturalmente resistentes a la colistina:
Proteus, algunas especies de Providencia, Morganella morganii, Pseudomonas
mallei, especies de Chromobacterium, Burkholderia cepacia, Serratia
marcescens, especies de Edwardsiella, Campylobacter, Vibrio cholera y
Brucella, Legionella. Ademas, el antibidtico colistina no es activo frente a cocos
gramnegativos (especies de Neisseria), bacterias anaerobias, Aeromonas
(excepto Aeromonas jandaei que tienen resistencia intrinseca y Aeromonas
hydrophila que tiene resistencia inducible). (4)

De acuerdo a las recomendaciones actuales del uso de colistina: “La FDA
recomienda su uso en infecciones graves causadas por cepas susceptibles,
cuando otros antimicrobiano menos téxicos son ineficaces o estan
contraindicados.” “La EMA: tratamiento de Infecciones graves en pacientes con
limitadas opciones de tratamiento”, principalmente en aquellas infecciones del
tracto urinario inferior dada la eliminacién renal del profarmaco CMS que luego
se convierte en colistina activa en el tracto urinario. El principal nicho de uso de
colistina se encuentra en tratamiento de Enterobacterales con betalactamasas
de espectro extendido, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa
resistente a carbapenémicos, Enterobacterales resistentes a carbapenémicos
incluyendo aquellos cuyo mecanismos de resistencia sea la produccion de
metalobetalactamasas, OXA-48 y KPC. (13)

Existe evidencia del efecto postantibidtico en cepas de P. aeruginosa, A.
baumannii y Klebsiella pneumoniae. (4)



Resistencia a Colistina

A partir de su uso extendido para este fin a partir de la década de 1990, se ha
reportado la aparicion mundial de patdgenos resistentes a la colistina.
Caracteristicamente, el desarrollo de bacterias resistentes a la colistina también
puede ocurrir sin estar acompafiada de exposicidn a la colistina. (1)

La resistencia adquirida (cromosdmica) a la colistina es debida a mutaciones
en distintos puntos en basicamente dos vias de sefalizacion que determinan la
composicién estructural del LipA de la pared celular y el grado de afinidad de la
molécula de colistina a la superficie de la membrana celular; naturalmente,
estas vias se regulan de acuerdo a respuestas adaptativas a estimulos
ambientales como bajas concentraciones de Mg2+ y pH, y altas
concentraciones de Fe3+ y Al3+, entre otros. (14) (12)

Los dos productos finales que tienen baja capacidad de union a la colistina son
la fraccion aminoarabinosa (amino-4-desoxi-L-arabinosa (L-Ara4N)) y la
fraccion fosfoetanolamina (pEtN). (12) Esta modulacion aumenta la carga
cationica en la membrana LPS, que es el objetivo inicial de la colistina.(4)

Las bacterias con resistencia intrinseca, tienen naturalmente estos dos
compuestos en la membrana y presentan resistencia completa desde su
nacimiento.

A nivel genético y de regulacién transcripcional, la alteracion del L-Ara4N esta
mediada por el operon pmrHFIJKLM (también conocido como arnBCADTEF o
pbgPE), mientras que la adicién de pEtN al lipido A esta catalizada por PmrC,
cuyo gen se encuentra localizado en el operon pmrCAB; estas moléculas
actlan como enzimas tipo cinasas localizadas en la membrana interna
bacteriana dando lugar a las formas de Lipido A resistentes L-Ara4N y pEtN.
(12)

En algunas especies bacterianas, en especial K. pneumoniae, la modificacion
lipido A también esta regulada por otro operdn llamado PhoP/PhoQ. Se ha
descrito también la resistencia mediada por hiperexpresién de LPS capsulares
de K. pneumoniae (12)



Tabla 1. Mecanismos cromosémicos y fenotipicos de resistencia a colistina

Mecanismo Mecanismo de Via molecular Comentarios
resistencia
Cromosomicos Alteracion de los | Alteraciones en mgrB, El mecanismo méas comun
con modificacion | genes reguladores de | que lleva ala y mejor caracterizado.
del LPS (12)(8) la formacion de L- | sobreexpresion de genes | Algunos casos con
AradN y pEtN (Lipido | regulados por PhoP y heterorresistencia previa mas
A) Pmr. presion de seleccion en
(incluye delecion, | cepas expuestas a colistina
mutacién, inactivacion y | (K. pneumoniae) genera CIM
transposicion de | elevadas.
secuencias de insercién | Mutaciones puntuales
multiples) heredadas de poblaciones
previas.
Mutacibn  en  los | Locus del gen ramAy Mecanismo reportado en
genes reguladores y | tres subgenes: ramA, Citrobacter, Salmonella, K.
de sintesis de LPS | romAyramR. pneumoniae y Enterobacter.

por RamA madifican | Los niveles mas altos de
la biosintesis de la | RamA modifica la
membrana del lipido | biosintesis de la

A. membrana del lipido A
que regula las barreras
de permeabilidad.

Mutaciones en los | Mutaciones en los La pérdida de LPS genera
genes de biosintesis | primeros tres genes de resistencia a la colistina en A.
del lipido A: IpxA, | produccién de LPSy por | baumannii.

IpxC y IpxD. lo tanto pérdida completa

de la capa de LPS.

Cromos6micos Eflujo del fa&rmaco o | Activacién de bombas de | Activa resistencia a colistina,
por disminucion | aumento del | eflujo y sus genes rifampicina, la ceftriaxona y la
de la | funcionamiento de la | reguladores: KpnEF, eritromicina.

permeabilidad. (4) | bomba. AcrAB y Sap. Las mutaciones pueden llevar

también a aumento de la
sensibilidad a colistina con
reduccion hasta 2 veces de la

MIC.
Fenotipico Aumento de la Alteracion en la | Relacionado con una menor
Capsular produccién de regulacion de la cépsula | susceptibilidad a la polimixina
(Mecanismo polisacéaridos por las proteinas Cpx | B. CIM de resistencia bajos.
propuesto en | capsulares (PSC) (4). | (Expresion conjugada de | Se necesitan mas estudios
algunas cepas de | Resistencia por pilus) y Rcs (regulador de | para dilucidar los
K. pneumoniae) | agotamiento en PSC la sintesis de la capsula), | mecanismos exactos en que
(15). abundantes. ubicados en la membrana | se produce.

LPS.

Mecanismo mediado por elementos méviles (plasmidos) de
resistencia a colistina

Como se comentd previamente, la mayoria de los genes responsables de las
modificaciones del lipido A se encuentran en el cromosoma bacteriano, sin
embargo, en 2015, se identificO una superbacteria resistente a la colistina a
través de la expresion de un elemento movil portador del gen mcr-1. (11)




Los genes mcr codifican metaloenzimas que transfieren fosfoetanolamina a
restos de lipido A presentes en el lipopolisacarido de la membrana externa
bacteriana, al igual que en la sintesis via cromosémica de pEtN, debido a la
menor cantidad de enlaces de hidrégeno y las débiles interacciones
electrostaticas, da como resultado un bajo grado de entrecruzamiento de las
moléculas de lipido A lo que altera su sitio de unioén de la colistina. (14)(11)

El patron fenotipico de resistencia a colistina mediado por plasmidos es el
mismo que el del gen cromosémico pmrC que codifica la proteina pEtN
transferasa mcr-1, por lo tanto, una hipotesis fuerte plantea que los genes mcr
derivan de bacterias ambientales intrinsecamente resistentes a colistina. (8)(4).
Sin embargo, en estudios experimentales, se ha demostrado que poblaciones
con heterorresistencia a la colistina, sobre todo en pacientes tratados con este
farmaco a dosis subdptimas, pueden seleccionar mutantes de resistencia.(4)

El grado de resistencia en presencia del gen mcr depende de diversos eventos
moleculares: En primer lugar la expresion del gen mcr se ve afectada por la
compatibilidad entre el plasmido portador del gen mcr y la cepa hospedante
(compatibilidad genética). En segundo lugar, la actividad enzimatica de mcr
estd modulada por el microambiente del sistema de membrana de las células
bacterianas y puede diferir entre diferentes bacterias de acuerdo a sus
necesidades metabdlicas (compatibilidad proteinica). En tercer lugar se
encuentra en el sitio blanco, ya que de acuerdo a especies y aun entre cepas
de la misma especie, se pueden encontrar estructuras de lipido A ligeramente
diferentes, lo que también puede resultar en niveles variables de modificacion
de lipido A (compatibilidad a nivel de membrana). (11)

A pesar de que los niveles de concentraciones inhibitorias maximas de
polimixina conferidas por mcr-1 no son muy altos (4—8 mg/L), se ha demostrado
por modelos en vivo, que este nivel de CIM puede llegar a conferir resistencia y
falla completa en el tratamiento con colistina, por lo tanto, las cepas con
resistencia carbapenémicos y mcr-1, son verdaderamente pan-resistentes a los
farmacos.(8)

Epidemiologia de MCR

Actualmente, la resistencia a colistina se ha reportado en todo el mundo en
mas de 30 paises y en diferentes tipos de muestras y entornos: granjas y
animales salvajes, comida (carne y verduras), humanos (colonizados e
infectados), ambientes acuaticos, aguas residuales de hospitales, aves
silvestres y insectos, estos ultimo que se ha postulado su intervencion como
vectores (mosca doméstica/mosca azul). (1) Desde el descubrimiento del
primer gen mcr-1, se han descrito otras nueve variantes del gen mcr (mcr-2 a
mcr-10), principalmente en regiones de Asia, tanto en medios hospitalarios y



comunitarios. (14) Sin embargo; el gen mcr-1 continla siendo el mas
prevalente en México y el mundo de forma muy importante.

El primer aislamiento reportado de resistencia adquirida a la colistina fue en
2015 fue en una cepa de E. coli aislada de animales destinados al consumo
humano en China; se identific6 que esta resistencia es mediada por el gen
mcr-1 a través de plasmidos y ahora se ha propagado a mas de 30 paises en
los cinco continentes, existiendo diseminacion entre especies de
Enterobacteriaceae, incluyendo, y por orden de frecuencia, E. coli, K.
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Cronobacter
sakazakii, S. enterica, Raoultella ornithinolytica, Citrobacter freundii, Citrobacter
braakii, Shigella sonnei, Kluyvera ascorbata y Moraxella spp. (16)(11)

Se han identificado nuevas variantes de mcr, como mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5,
mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9 y mcr-10, las cuales actualmente presentan una
rapida propagacion. (4) Entre los genes de la familia MCR, mcr-1 y mcr-9 son
los més ampliamente diseminados, identificAndose en aislamientos de 61 y 40
paises en seis continentes, respectivamente. Mcr-3 y mcr-5 son los segundos
mas frecuentes, detectandose en 22 y 15 paises, respectivamente. Otros
genes de la familia MCR se distribuyen sobre pequefas regiones (mcr-4, mcr-2
y mcr-8) y otros muestran una distribucion muy local (mcr-7). Hasta la fecha,
solo ha habido un informe Unico del gen mcr-6 del Reino Unido. (9) A
excepcion del mcr-6, que tiene una ubicacion cromosomal, todos los demas
genes mcr se han alojado en el plasmido conjugativo. (9)

El riesgo para presentar una infeccion por E. coli que contiene mcr-1 se ha
asociado con varios factores: género masculino, la presencia de
inmunosupresién, antecedentes estancias hospitalarias y el uso de antibioticos,
especialmente exposicion previa a carbapenémicos y fluoroquinolonas. (16)

En América (la mayoria de la informacién es procedente de Brasil y EE. UU.) la
gran mayoria de Enterobacterales resistentes a la colistina son K. pneumoniae,
y el 4,7% restante se distribuye entre E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.
y Citrobacter spp.(17) La mayoria de las cepas de K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos y colistina, cuentan con enzima tipo KPC en el >80% de los
casos, seguido por la presencia de metalo-B-lactamasa NDM-1 vy
carbapenemasas del grupo OXA-48 (17), debido a la presencia de resistencia a
carbapenémicos, muchos de los pacientes incluidos en los estudios tenian
exposicién previa a colistina, lo que pudiera sugerir un mecanismo de seleccion
de mutantes de resistencia. (2) En cuanto a las especies, el 93,4% de los
aislados con mcr en las Américas en estudios publicados son Enterobacterales
E. coli, seguida de K. pneumoniae y Salmonella enterica (3,3% y 1,9%,
respectivamente). El 1,4% restante pertenecia a Escherichia fergusonii,
Citrobacter spp., Enterobacter spp. y Klebsiella oxytoca. (2)
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En México, la resistencia a colistina por mcr-1 se detectod por primera vez en
una muestra de heces de cerdo en una granja en 2018 en una cepa de E. coli.
Un afio mas tarde, también se encontr6 que un aislado de E. coli de una
muestra fecal de un nifio hospitalizado portaba el gen mcr-1, siendo la primera
muestra clinica mexicana. (18) Ese mismo afio se identific6 el gen mcr-1 en 5
aislados mas de E. coli en granjas de cerdos en México.

En 2021, se reportdé un brote de L. adecarboxylata portador de mcr-9 en
hemocultivos de pacientes pediatricos sepsis por NTP contaminada en cuatro
centros de Guadajara Jalisco (19)

Pruebas de susceptibilidad a colistina

Tanto EUCAST como CLSI consideran la microdilucion en caldo (BMD) como
el método de referencia, mientras que CLSI también acepta dos métodos
alternativos (disco de elucién en caldo y prueba de colistina en agar). (20)

Después de una revision de la farmacocinética/farmacodindmica (PK/PD); los
puntos de corte de polimixina B y colistina finalmente se establecieron para
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y Acinetobacter spp en <2 mg/L (intermedio)
y 24 mg/L (resistente), sin categoria susceptible; sugiriendo que estos agentes
tienen una eficacia clinica limitada o desconocida incluso para aislamientos con
valores de CIM <2 mg/L con la siguiente recomendacion: “Si estan disponibles,
se prefieren fuertemente los agentes alternativos [que no son polimixinas]. La
colistina (metanosulfonato) debe administrarse con una dosis de carga y dosis
méaximas ajustadas a funcion renal. Cuando se administra sistémicamente, es
poco probable que este medicamento sea efectivo en casos de neumonia’,
establecidos en el documento M100. (21)

Métodos validados para la medicion de MIC colistina CLSI 2022-06-12

Control de calidad: P. aeruginosa ATCC 27853 y un aislado de E. coli productor
de mcr-1 del CDC AR Bank (numero de acceso del CDC AR Bank 349).

e Para test de MIC microdilucion en caldo (MCD: Estandar de
referencia CLSI Enterobacteriaceae, P. aeruginosa y Acinetobacter spp)

e Meétodo de dilucion en agar (P. aeruginosa y Enterobacteriace): Tiene
la ventaja de poder probar hasta 10 asilados a la vez. Agar Mueller-
Hinton de colistina (MHA, BD Diagnostics, Le Pont de Claix, Francia) a
concentraciones 0, 1, 2 y 4 pg/ml. Una suspension de 0.5 McF con
dilucion final 1 x 10 4 UFC/mancha. (22)

e Método de disco por elucion en caldo (CBDE) (P. aeruginosa y
Enterobacteriace) caldo Mueller-Hinton con cationes ajustados (CA-
MHB; Remel, Lenexa, KS) a los que se agregara discos de colistina a
distintas concentraciones (0, 1, 2 y 4 pg/ml. Los tubos se incuban a
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temperatura ambiente durante 30 min. Se agrega el indculo en solucion
salina 0.9% y estandarizando la turbidez para que coincidiera con la de
un estandar McFarland 0,5 a partir de preparado de colonias frescas de
una placa de agar con sangre de oveja 18-24 hrs de incubacion. Se
afiade una alicuota de 50 pl de la suspension estandarizada a cada
tubo, y los tubos se agitan suavemente para obtener un indculo final de
7,5 x 105 UFC/mI. Después de una incubacion de 16 a 20 h a 35 °C en
aire ambiente. (23)

Debido a la poca disponibilidad del método de referencia en la mayoria de los
centros, el nimero de aislamientos probado para la susceptibilidad a la colistina
es limitado.

Otros métodos de deteccion de resistencia a colistina

El método de difusiéon en disco no se recomienda porque, en comparaciéon con
el método estandar de microdilucion en caldo, detecta una tasa muy alta de
resultados falsamente sensibles. Esto puede ser causado por la distribucion
desigual de la colistina en las placas de agar, la adhesion de colistina al
plastico de las placas de Petri o por la desnaturalizacion de la molécula de
colistina durante su almacenamiento e incubacién, debido a que su estabilidad
depende de la temperatura. (14) Por otro lado, también se requiere precaucion
al interpretar estudios en donde se utilizé el Colistin Etests, ya que la tasa mas
alta de errores graves (“Very major errors” VMEs) en los estudios para
resistencia a colistina notificada con una prueba E test fue de 41,5 %, por lo
gue actualmente no se recomienda como método de prueba. (24) (25)

La reproducibilidad de los métodos automatizados se ha estimado calculando
la concordancia categérica de precision (PCA) definida como la concordancia
con los criterios interpretativos de EUCAST. Considerandose un método
reproducible aquellos con PCA = 95 %. Los sistemas AST automatizados BD
Phoenix y MicroScan proporcionaron resultados categéricos precisos Yy
reproducibles para la prueba de colistina en Enterobacterales, cabe destacar
que son estudios en un solo centro, principalmente en Europa y Estados
Unidos de América. No ha sido estudiada aun esta concordancia en
microorganismos no Enterobacterales. A diferencia de Phoenix y MicroScan;
Vitek2 mostré indices inaceptables de resultados falsos susceptibles en
diferentes estudios, con tasas de VMEs de hasta 36% (26)(24), especialmente
con aislados de E. coli y Enterobacter spp que tenian CIM de 4 mg/L por BMD
(falsa susceptibilidad). La alta tasa de falsos susceptibles por este método
supero6 la recomendacion CLSI de < 1.5%. (27) El uso de este sistema sin
confirmacion conduciria a una subestimacion de la resistencia a la colistina, por
lo cual no se recomienda su uso Unico para establecer resistencia a colistina.
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Los sistemas automatizados Vitek®2 (bioMérieux, Marcyl’Etoile, Francia) y
Phoenix® (Becton Dickinson Diagnostics, Sparks, MD, EE.UU), no se
recomiendan para determinar resistencia a la colistina. Esto debido a la poca
precision que tienen estos sistemas para establecer un punto de corte
adecuado cuando la CIM esta entre 2-4. (25)

Se ha descrito que la resistencia mediada por elementos méviles puede ser de
bajo nivel, es decir encontrarse entre las dos diluciones dentro del punto de
corte de susceptibilidad intermedia (2-4); el uso de colistina en cepas que
tienen este nivel de CIM no ha sido estudiado en estudios clinicos y se
desconoce su impacto en la vida real en el tratamiento de los pacientes. (24)

Deteccion basada en inmunoensayo de flujo lateral NG-Test MCR-1

Por otro lado, la deteccidén basada en la identificacion del gen mcr-1, permite la
investigacién de un gran niumero de muestras en un corto periodo de tiempo. El
NG-Test MCR-1® es un Inmunoensayo de flujo lateral (LFA) de un solo uso
para la deteccion rapida de la enzima mcr-1 directamente de colonias
bacterianas y fue descrito originalmente por Volland et al. (28)(29) Utiliza
anticuerpos monoclonales de raton anti-mcr-1 marcados con estreptavidina
para detectar mcr-1 directamente de colonias bacterianas. La membrana de
nitrocelulosa del ensayo tiene dos regiones: la region de prueba (T) (banda T),
gue contiene los anticuerpos anti-mcr-1 de raton y la region de control (C)
(banda C), que contiene anticuerpos monoclonales de cabra anti-ratén y que
funciona como control positivo interno. (29). El limite de deteccion de la prueba
se determin6 empleando enzima recombinantes purificadas de mcr-1 y se
establecio en 300 pg/mL.

En el estudio la validacidon de esta herramienta, NG-Test MCR-1® se evalud en
tres centros de referencia un total de 284 cepas, 101 verdaderas positivas para
mcr-1:

e 44 cepas clinicas en el CNR Kremlin Bicetre en Paris, Francia
e 123 cepas clinicas en ANSES Lyon, Francia
e 117 cepas clinicas en el CNR Clermont Ferrand

LFIA encontro que todos los aislamientos productores de mcr-1 eran positivos y
no se observaron resultados falsos negativos, estableciéndose una sensibilidad
del 100% y una especificidad del 98 % en el estudio inicial para la deteccion de
mcr-1. También se encontrd que tres de los cuatro aislamientos productores de
mcr-2 eran positivos (n=4). Este estudio no detecta aislamientos productores
de mcr-3, mcr-4 o mcr-5. (29)

Esta prueba es rapida, sensible, especifica, facil de usar y rentable y, por lo
tanto, puede implementarse en cualquier laboratorio de microbiologia del
mundo, por lo que es una herramienta importante para la deteccion y el
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seguimiento rapidos de los productores de mcr-1 en humanos y animales que
permite la toma de decisiones de forma rapida impactando en los desenlaces
clinicos de los pacientes criticamente enfermos.

La prueba NG-Test MCR-1®, no ha sido probada en estudios en México.

Justificacion

La resistencia emergente a la colistina, ya sea por mutaciones cromosomicas o
por mecanismos mediados por plasmidos (familia de genes MCR) (que en
todos los casos conducen a modificaciones de los lipopolisacaridos de la
membrana externa en bacterias gramnegativas); esta actualmente presente en
animales, productos de origen animal y muestras humanas, y representa una
nueva amenaza para la salud publica mundial.

La resistencia a colistina por genes transferibles y con diseminacion
interespecie entre los bacilos gram negativos se encuentra en ascenso en los
ultimos afios. A pesar de que actualmente se desconoce la proporcion de
cepas con este tipo de resistencia en México, es necesario implementar el uso
de herramientas de deteccion rapida y sencilla que puedan contribuir en la
toma de decisiones terapéuticas y mejorar a los descenlaces en los pacientes.

Por lo tanto, conocer el desempeiio de prueba NG-Test MCR-1 ® en cepas
clinicas servira para extender su uso en el area clinica.
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Pregunta de investigacion

¢ElI' NG-Test MCR-1 LFA ® puede detectar resistencia a colistina mediado por
gen MCR-1 en bacilos gram negativos?

Hipotesis

El NG-Test MCR-1 LFA ® puede detectar resistencia a colistina mediada por
gen MCR-1 en bacilos gram negativos.

Disefio del estudio

Experimental de ciencias basicas

Tamafo de muestra

A conveniencia de acuerdo al numero de cepas disponibles de cumplan
criterios de inclusion.
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Objetivos

Objetivo primario

Determinar si NG-Test MCR-1 LFA ® puede detectar la presencia del gen
MCR-1 en cepas de bacilos gram negativos con resistencia a la colistina.

Objetivos secundarios

VI.

VII.

VIII.

Describir la proporcion de las cepas a nivel de género y especie
bacteriana con resistencia a colistina.

Describir la proporcién de aislamiento por hospital de origen.

Describir el perfil de resistencias para otros antibibticos:
carbapenémicos, cefalosporinas de tercera generacion (Ceftazidima y/o
Ceftriaxona), aminoglucésidos, quinolonas, aztreonam, trimetroprim con
sulfametoxazol.

Determinar el coeficiente de concordancia de NG-Test MCR-1 LFA ® y
PCR punto final para mcr-1 en bacilos gram negativos.

Determinar la Sensibilidad, Especificidad, VPN, VPP de la prueba NG-
Test MCR-1 LFA ®

Clasificar el mecanismo de resistencia entre las cepas con CIM de
colistina mayor de 2, en mecanismo de resistencia mediado por mcr-1 y
no mediado por mcr-1.

Determinar la CIM de colistina para los aislamientos con y sin resistencia
a colistina mediada por mcr-1

Describir la prevalencia de mcr-1 en bacilos gram negativos.
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Variables del estudio

Tabla 2. Definicién de variables

Variable Definicion operativa Tipo Valor de la Mediciéon
Microorganismo | Género y especie de la bacteria Cualitativa Género y especie
Nominal
Prueba de Técnica para cribado de | Cualitativa Resistente: Turbidez visualmente
macrodilucion resistencia la colistina mediante la observable
de colistina turbidez visualmente detectada; a | nominal
partir de una solucién de colistina Sensible: Ausencia de turbidez
a concentracion de 4 pg.mL-1 en visualmente observable
una concentracion bacteriana de
0.5 unidades mcFarland después
de 18 h de incubacion a 37 °C.
Prueba de Estandar de oro para | Cuantitativa Resistente: Turbidez visualmente
microdilucion de | determinaciéon de resistencia a observable
colistina para colistina de acuerdo a método | Nominal
bacilos gram descrito en manual CLSI 2022. Sensible: Ausencia de turbidez
negativos visualmente observable.
Preparacion de placa de
microdilucién con concentraciones
de colistina entre 0.062 hasta >64
en 8 pocillos.
Hospital de Hospital del que se recibi6 La | Cualitativa INR
origen muestra clinica.
Nominal HCG
INSP
Resistencia a Determinacion de resistencia a a | Cualitativa Resistente: Valores de CIM que se
carbapenémicos | carbapenémicos con cuando la incluyan en las categorias
CIM sea categorizada como | Nominal Resistente o0 intermedia de
Resistente o0 Intermedio de acuerdo a puntos de corte CLSI
acuerdo a método descrito en
manual CLSI 2022 por meétodo Sensible: Valores de CIM que se
automatizado Vitek2 o difusiéon en incluyan en la categoria Sensible
disco. de acuerdo a puntos de corte
CLSI
Germen dificil de | Bacilo gram negativo con | Cualitativa Positivo: Presencia de resistencia
tratar resistencia a todos los agentes de a carbapenémicos y quinolonas.
primera linea (naturalmente | Nominal
sensibles) B-lactamicos y Negativo: Sensibilidad a cualquier
fluoroquinolonas. carbapenémicos yo/ quinolonas.
Esta resistencia obliga al uso de
agentes menos efectivos o mas
téxicos, como aminoglucésidos,
tigeciclina o polimixinas.
Expresion de Enzimas que fenotipicamente | Cualitativa Positivo: Capacidad
BLEE se caracterizan por conferir de hidrolizar penicilinas, oximino-
resistencia a  penicilinas y | Nominal cefalosporinas (CTX, CRO, CZA,

cefalosporinas, incluyendo las de
tercera y cuarta generacion

CEF) y monobactamicos (AZT)
pero no cefamicinas (FOX) ni
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carbapenémicos (IMI, MER, ERT),
siendo inhibidas por el &cido
clavulanico (<2 diluciones de
diferencia entre betalactdmico con
inhibidor o <5mm en el halo de
inhibicibn mediante método de
difusion)

* Negativo: Que no cumpla todos
los puntos de la definicién previa.

Expresion de Enzima con capacidad de | Cualitativa Positivo: Capacidad de hidrolizar
AmpC hidrélisis de cefalosporinas de penicilinas y oximino
tercera generacion. Su expresion | Nominal cefalosporinas (CTX, CRO, CZA,
se puede sugerir mediante una CEF) acido clavulanico, sulbactam
serie de reglas fenotipicas o y tazobactam. Resistentes a la
caracterizar mediante hidrélisis cloxacilina y AZM, asi
identificacion molecular. como el &cido boronico y sus
derivados (4cido fenil-borénico),
Negativo: Que no cumplan con
todos los puntos de la definicion
previa
Prueba de NG- Es un inmunoensayo rapido de | Cualitativa Negativo: No se encontr6 fenotipo
Test MCR-1 LFA | flujo lateral de un solo uso que de resistencia por mcr-1
® utiliza anticuerpos monoclonales | Nominal
de raton anti-mcr-1 marcados con Positivo: Si se encontré fenotipo
estreptavidina para detectar mcr-1 | (variable de resistencia por mcr-1
directamente de colonias | dependiente)
bacterianas. Invalido: La prueba no puede ser
interpretada
Prueba de Técnica de laboratorio utilizada | Cualitativa Positiva: Se encontr6 gen de
resistencia para amplificar secuencias de resistencia mcr-1
mediada por ADN del gen mcr-1 mediante | Nominal
PCR MCR-1 reaccion de cadena de polimerasa Negativo: No se encontré gen de
para ser copiado y amplificado | (variable resistencia mcr-1

billones de veces. El producto del
PCR (punto final) es
posteriormente visualizado en un
gel de agarosa y da un resultado
cualitativo sobre la evidencia o no
del gen mcr-1 en la el aislado.

independiente)

Resistencias
bacterianas
adicionales a la
colistina.

Perfil de resistencias a
antibidticos: Carbapenémicos,
CZAICRO, LVX, SXT, AZM,
mediante métodos con

interpretacion mediante los puntos
de corte CLSI 2022

Cualitativa

Nominal

Resistente

Sensible

Intermedio

*ATM: Aztreonam. CRO: Ceftriaxona. CZA: Ceftazidima. FOX: Cefoxitina. TZP: Piperacilina y tazobactam. SXT: Trimetroprim con
sulfametoxazol. LVX: Levofloxacino. IPM: Imipenem. MEM: Meropenem. ETP: Ertapenem. INR: Instituto Nacional de Rehabilitacion.
INSP: Instituto Nacional de Salud Publica. CLSI: Clinical and Laboratory Standars Institute.
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Material y métodos

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

Recoleccion de las cepas de bacilos gram negativos aislados a partir de
muestras clinicas con resistencia a colistina de los ceparios de los
siguientes centros: Instituto Nacional de Rehabilitacion, Hospital General de
Guadalajara, Instituto Nacional de Salud Publica.

Incorporacién a la base de datos en plataforma de Excell. Office 2021.

Se realiz6 un protocolo de tres pasos secuenciales en las instalaciones del
laboratorio de Microbiologia del Instituto de Rehabilitacion para incluir a las
cepas de estudio (Anexo 1 para metodologia completa):

i. Paso 1: Se verifico la susceptibilidad natural a colistina en las cepas
incluidas mediante la identificacién a nivel de género y especie por
sistema automatizado Vitek®2.

ii. Paso 2: Se realiz6 prueba de CIM de colistina por macrodilucién en
caldo y se incluyeron en el paso 3 aquellas con un resultado turbidez
visualmente observable en el tubo de CIM > 2.

iii. Paso 3: Se realizé prueba de CIM de colistina por microdilucion en
caldo y se incluyeron en el estudio final las cepas con un resultado
de CIM =/> 2.

De las cepas incluidas en el estudio, se recabaron los patrones de
resistencia antibidtica obtenidos con una metodologia mixta por sistema
automatizado Vitek2 y/o difusion disco en agar. Los resultados se
interpretaron de acuerdo a las normas de CLSI versién 2022 y las cepas se
clasificaron en una de las cuatro categorias: Sensible (S), Intermedio (1),
Susceptible dependiente de dosis (SDD) si aplica, y Resistente (R) para
cada antibidtico estudiado.

Se clasificara a las cepas de acuerdo a su patréon de resistencia como: cepa
BLEE, AmpC, resistente a carbapenémicos o bacterias de dificil tratamiento,
(categorias no excluyentes entre ellas) de acuerdo a normas de CLSI, y se
clasificara de acuerdo a guias OMS de resistencia bacteriana.

Se realizd determinacién del gen mcr-1 por PCR punto final para gen mcr-1
utilizando una cepa de E. coli AR Bank 0349 (una cepa productora de mcr-
1) como control positivo, en todas las cepas con resistencia adquirida
comprobada por micro y macrodilucion (Anexo 1 para metodologia
completa)

Prueba de NG-Test MCR-1 ®: Se considerara un resultado positivo en caso
de tener dos lineas paralelas y negativo una linea (control positivo). La
prueba se notificara como invalida en caso de que no se detecte linea de
control positivo. (llustracion 6)

a) Las cepas con resistencia a colistina mediada por mcr-1
comprobada por PCR punto final, seran consideradas verdaderos
positivos y se les realizara la prueba NG-Test MCR-1 ®.

b) El resto de la cepas con resistencia a colistina no mediada por mcr-1
(prueba de PCR punto final negativa) seran consideradas
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verdaderos negativos y de acuerdo al numero de pruebas NG-Test
MCR-1 ® disponibles posterior al paso i., se aleatorizaran para ser
sometidas a esta prueba.

8) Andlisis estadistico de acuerdo a resultados.

9) Desarrollo de discusion y conclusiones.

Analisis estadistico

La captura de datos que llevé a cabo en el programa Excel y el analisis
estadistico se realizara en el programa SPSS versién 22.

Los resultados del andlisis descriptivo se reportaron en porcentajes y
frecuencias.

Se obtuvo el Coeficiente Kappa de los valores obtenidos de la PCR y el NG-
Test MCR-1 LFA ®: Si el coeficiente alcanza al menos 0.61 se considerara
positivo (concordancia significativa) para la relacién entre estas dos pruebas.

El indice de Kappa nos permite evaluar la confiabilidad cuando tenemos dos
evaluadores, o dos pruebas cuando tenemos variables nominales u ordinales,
es el nivel de concordancia entre dos mediciones mas alla del azar. Un valor de
indice de Kappa >0.5 indica una confiabilidad moderada entre evaluadores, un
indice por encima de 0.61-0.8 indica una confiabilidad buena, y un indice por
encima de 0.8 se considera excelente.

Célculo de la Sensibilidad, Especificidad, VPN, VPP de la prueba NG-Test
MCR-1 LFA®

Consideraciones éticas

Por su caracteristica experimental de ciencias basicas. Todos los experimentos
se realizaron bajo las normas de seguridad de acuerdo al tipo de muestra y
procedimientos; por lo que se considera que este estudio tiene un riesgo
inferior al minimo. Debido a que no realizard ninguna intervencion con
pacientes, no sera necesario contar con consentimiento informado.
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Resultados

Se recabaron un total de 109 cepas de tres centros de concentracion: Instituto
Nacional de Rehabilitacion con 78 cepas, Instituto Nacional de Salud Publica
con 4 cepas y Hospital Civil de Guadalajara con 27 cepas con resistencia a
colistina con algun método automatizado. Se identificaron las cepas a nivel de
género y especie, dentro de las cuales se descartaron 2 del género Serratia
marcense y 3 del género Proteus debido a presentar resistencia intrinseca.
(llustracion 1)

Serecabaron 109 cepas de bacterias de la familia Enterobacteriaceoe de los siguientes centros*
INR [n=78)
HCG [n=27)
INSP [n=4])

PROTOCOLO DE SELECCION

Paso 1: [dentificacion de |zs cepas a nivel de género y espede

Cepasexcluidas por resistencia
intrinseca: 5 —

[n=104)

Paso 2: Cribado de resistenciz 2 colistina por macrodilucian

[epasexcluidas por CIM [Macro)
«2:23

(n=81)

Paso 3: Seleccionde cepas resistentas por microdilucion encaldo

Cepasexcluidas por MIC=2
[micra): @
[n=72)

Cepas incluidas en el estudio con
resistencia adquirida comprobada a
colistina

n=72

* INR: Instituto Nacional de Rehabilitacion. HCS: Hospital Civil de Guadalajara. INSP: Instituto Nacional de Salud Plblica.

llustracion 1. Diagrama de seleccion de cepas de estudio
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Se descartaron 23 cepas que presentaban sensibilidad a colistina por
macrodilucion en el primer paso del cribado, y se descartaron otras 9 cepas
con cribado de colistina por macrodilucion resistente pero con CMI por
microdilucion debajo de 2, los resultados de microdilucion sensible, se
repitieron para confirmar la sensibilidad y se excluyeron al confirmarse la
misma.

Se obtuvieron 72 cepas que cumplian criterio de inclusion con deteccion de
resistencia a colistina mediante macrodilucion en caldo y que fueron
confirmados mediante método de microdilucion en caldo, con al menos una
CIM para los dos métodos >/= 2.

El género mas frecuentemente encontrado en el estudio fue Enterobacter
especie cloacae y en segundo lugar especie lugwiggi. Con menor frecuencia
Escherichia coli, especies del género Klebsiella y Pantoea. (llustracion 1)

Género y especie

25
20

20 18
15 13 14
ﬂ EEE. .
o | —

Enterobacter Enterobacter Escherichia  Klebsiella Klebsiella Pantoeaspp Klebsiella
cloacae lugwigii coli pneumoniae  oxytoca aerogenes

(2}

llustracion 2. Distribucion de la frecuencia de género y especie de bacterias con resistencia a
colistina confirmada.

CIM de colistina por Distribucién de la CIM de La mayoria de las cepas (64%) se

microdilucién - consider6 con CIM altas de

= F'ec::"c'a P°';:f:a’e peme R IR resistencia a colistina (>64), v la

16 7 9,7 distribucion de las CIM no se

322 ; 2; relaciono  significativamente con

2 7 9,7 otras variables como el género y

8 4 5,6 especie o la presencia de otras
Total 72 100

llustracion 3. Distribucion de CIM de colistina por Resistencias. (HUStraCién 2)

macrodiluciéon
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Resistencia a antimicrobianos

La prevalencia de resistencias a betalactamicos mediante enzimas tipo BLEE
fue del 6.9%, AmpC del 22.2%, carbapenémicos del 16.7% y solamente el
15.3% de los aislados con resistencia a colistina fueron bacterias considerados
de dificil tratamiento. El 60% de los aislados mantuvo sensibilidad completa a
los farmacos de primera linea (cefalosporinas, carbapenémicos y quinolonas).

El 34.7% (25/72) presento resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
CROICZA, el 16.7% (12/72) se detectd con resistencia a carbapenémicos IMI,
ETM o MER, 33.3% (24/72) fueron resistentes a SMX, 62.5% (45/72) presentan
resistencia a algun aminoglucésido AMK y/o GNM, 37.5% (27/72) presento
resistencia a alguna quinolona LVX o CIP, 65.3% (47/72) presento resistencia a
aztreonam y sensibilidad intermedia 2.8% (2/72)

El nivel de resistencia a colistina no se relacioné con patrones de resistencia
adicionales especificos.

Resistencia a antimicrobianos
25
20
15 —
10 —
5 |
o N . .
Resistencia a Bacteria de dificil
Presencia de BLEE Expresién de AmpC carbapenémicos .
tratamiento
presente
Frecuencia 5 16 12 11
Porcentaje 6,9 22,2 16,7 15,3
M Frecuencia Porcentaje

Tabla 3. Prevalencia de BLEE, AmpC, resistencia a carbapenémicos y bacterias de dificil
tratamiento.

Distribucién de cepas sensibles y resistentes a firmacos de primera
linea: Carbapenémicos y quinolonas

Cepas sensibles al menos a un
farmaco de primera linea

40%

Cepas resistentes al menos a
un farmaco de primera linea

llustracion 4. Prevalencia de bacterias de dificil tratamiento y resistencia a colistina

23



PCR

Se detectaron 6 cepas mediante método de PCR punto final positivas para el
gen mcr-1, que corresponden al 8.3% del total de cepas con resistencia a
colistina estudiadas, las cepas positivas por este método de referencia se
consideraron verdades positivos.

En los casos que se tuvo duda sobre la presencia del gen se realiz6 la prueba
de PCR por duplicado para descartar o confirmar la misma. (llustracién 5)

Controles de peso molecular

Controles de peso molecular

"TLLLLLE

" Pruebapositiva

400-500kDa

llustracion 5. Lectura e interpretacion de PCR punto final para mcr-1

PCR mcr-1 | Frecuencia | Porcentaje
No detectado 66 91,7
Detectado 6 8,3
Total 72 100,0

Tabla 4. Tabla de frecuencias de PCR mcr-1 (Método de referencia)

Debido a la ausencia de datos precisos, solo fue posible determinar la
prevalencia de cepas mcr-1 en Instituto Nacional de Rehabilitacion. Con una
cantidad de 5791 cepas en total del afio Agosto 2011 al junio 2022 de
enterobacterias susceptibles, se encontraron 64 con resistencia adquirida a
colistina confirmada por microdilucion; a 5 de ellas se les confirmo la presencia
del elemento maovil genético mcr-1, como mecanismo de resistencia, que
corresponden al 7.8% (5/64) de las cepas con resistencia a colistina y al 0.08%
en la poblacion de enterobacterias susceptibles.

Las especies portadoras del gen mcr-1 fueron 2 Enterobacter cloacae, 1
Enterobacter lugwiggi, 1 Escherichia coli, 1 Klebsiella oxytoca y 1 Pantoea spp.

Dentro de la subpoblacion con mcr-1, las CIM de colistina por microdilucion
fueron: 2 cepas con CIM >64, 2 de 32, 1 de 8, 1 de 2. Las resistencias
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adicionales también se registraron: No se detecté en ninguna cepa resistente a
carbapenémicos, una cepa mostré resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion por presencia de BLEE, a amikacina y resistencia a quinolonas. 5/6
cepas fueron sensibles a SXM. 4/6 cepas fueron sensibles a todos los
antibidticos estudiados distintos a colistina.

Prueba de NG-Test MCR-1 ®

Prueba negativa Prueba positiva

llustracion 6. Interpretacion de prueba de flujo lateral

De las pruebas con PCR positiva para gen mcr-1; 5 pruebas resultaron
positivas para la prueba de NG-Test MCR-1 ®.

Dentro del grupo de pruebas con PCR negativas, se eligieron 14 cepas de
forma aleatoria y se les realizé también NG-Test MCR-1 ®, 2 pruebas
resultaron positivas y 12 pruebas resultaron negativas.

No se identificaron pruebas indeterminadas o invalidas.

indice de Concordancia de Kappa de Cohen

Se realiz6 una tabla cruzada con los resultados positivos y negativos entre las
dos pruebas.

Se encontré para la prueba de NG-Test MCR-1 ® 1 falso negativo (1/6) y 2
falsos positivos (2/14), 5 verdaderos positivos (5/6) y 12 verdades negativos
(12/14) (Tabla 5). Las medidas de exactitud diagnéstica para la evaluacion de
la prueba NG-Test MCR-1 ® se describen en la tabla 6.
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Tabla cruzada entre NG-Test MCR-1 ® y PCR-mcr-1 (Estandar de Oro)

PCR-mcr-1 Total
No detectado Detectado
Frecuencia 12 1 13
C:)| Negativa |% dentro de NG-Test MCR-1 ® 92,3% 7,7% 100,0%
E:') % dentro de PCR-mcr-1 85,7% 16,7% 65,0%
= Frecuencia 2 5 7
g Positiva | % dentro de NG-Test MCR-1 ® 28,6% 71,4% 100,0%
LZD % dentro de PCR-mcr-1 14,3% 83,3% 35,0%
Frecuencia absoluta 14 6 20
Total % dentro de NG-Test MCR-1 ® 70,0% 30,0% 100,0%

Tabla 5. PCR método de referencia. NG-Test MCR-1 ® herramienta a evaluar.

Medidas de exactitud diagnostica para la
prueba NG-Test MCR-1 ®

Medida Valor Porcentaje

Sensibilidad 5/6 83.3%

Especificidad 12/14 85.7%

VPP 5/7 71.4%

VPN 12/13 92.3%

Tabla 6. Medidas de exactitud diagnostica para NG-Test MCR-1 ®. VPP: Valor predictivo positivo.
VPN: Valor predictivo negativo.

El valor de p para indice de Kappa de Cohen de 0.659 result6 en 0.03.

Medidas simétricas

Valor

Error estandar | T

Medida de concordancia | 0,659

0,179

2,967

0,003

Muestra aleatoria

20 de 72 (27.8%)

Tabla 7. Indice de Kappa de Cohen.

“Con una probabilidad de error de 0.03%, podemos afirmar que existe una
concordancia buena (Kappa = 0.659) entre los dos instrumentos de medicion”

Discusion

La CIM para colistina en cepas estudiadas en lugares de alta incidencia,
principalmente Escherichia coli de suelos y animales de consumo humano,
cuando el gen mcr-1 esta presente, es frecuente se encuentre entre 2-16
mcg/mL (30). En nuestro estudio la CIM de colistina para cepas portadoras de
mcr-1 fue variable, desde una concentracién de 2 mcg/mL (nivel que para fines
operativos no se considera con resistencia probada), hasta >64 mcg/mL, sin
embargo la cantidad de cepas positivas para mcr-1 fue baja, solo 8.3% y
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probablemente esta sea a la causa de los hallazgos. Llama la atencién que el
principal microorganismo aislado tanto en portadores como en no portadores
de mcr-1 fue Enterobacter cloacae y ludwiggi, representados con escasa
incidencia en los estudios internacionales de prevalencia de resistencia a
colistina, en donde en forma predominante encontramos Escherichia coli y
Klebsiella spp, seguidos de especies de Salmonella. (30) La distribucion de las
CIM de las cepas resistente independientemente del mecanismo de resistencia
fue amplia y no se relacion6 con ninguna otra variable, aunque la mayoria de
las cepas tuvieron un CIM mayor de 64. (31)

Esta discrepancia pudiera deberse a la diferencia entre las frecuencias a nivel
de género y especie y los mecanismos cromosOmicos involucrados. Para
género Enterobacter, se han descrito mecanismos de resistencia diversos
principalmente mutacion de RamA y mrgB, que caracteristicamente pueden
presentarse con CIM altas (>16) (32)

Los patrones de resistencia para la enterobacterias para quinolonas,
cefalosporinas de tercera generacion y carbapenémicos en este estudio fueron
similares a los reportados en Hospitales de referencia de México de acuerdo al
estudio INVIFAR en épocas previas a la pandemia de COVID19. (33) De
acuerdo a investigaciones previas, la resistencia a colistina por elementos
moviles y por mutaciones cromosOmicas (31) se pueden encontrar presente
incluso en cepas que nunca han tenido contacto con sistemas de salud o con
uso de antibidticos. Lo cual orienta mas a un origen transmitido a partir de
cepas salvajes con resistencia intrinseca como P. mirabilis con esta mutacién
mas que a la presion de seleccion por antibioticos. En este estudio, el 60% de
las cepas resistentes a colistina tenian al menos un antibiético de primera linea
mas util y menos téxico que colistina (cefalosporinas, carbapenémicos y/o
quinolonas) para el cual se mantenia sensibles; por el contrario, el 15.3% de
los aislados se consideraron bacterias de dificil tratamiento, sin opciones de
primera linea para las cuales la colistina pudiera haberse considerado entre
otras (tigeciclina, aminoglucésidos, etc) una opcién de tratamiento.

Debido a falta de informacién para realizar un célculo preciso, Unicamente se
pudo estimar datos de prevalencia para el centro INR; las cepas con resistencia
a colistina por mcr-1 se encontraron a partir del afio 2015, incluso antes del
reporte de la primera cepa con resistencia por mcr-1 en un paciente pediatrico
en el afio 2018 en México. Se encontré una resistencia a colistina en el 1.1%
de las enterobacterias y la presencia del gen de resistencia mcr-1 se identificd
en 5 de las 5791 cepas, con una prevalencia de 0.1% global, esto contrasta
dramaticamente con la incidencia en China, en donde Liu YY, et al detectaron
mcr-1 en hasta el 20% de las cepas animales y el 1% de las cepas humanas.
(8) La prevalencia de mcr-1 al menos en este centro, se comporta de forma
similar a lo reportado en paises del este de Europa, en donde hasta el
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momento la resistencia a colistina no es un problema de salud publica
significativo. (34)

Los mecanismos de resistencia a la colistina son diversos; en sitios con alta
incidencia de resistencia a colistina pero baja prevalencia de mcr-1, ha sido
estudiados particularmente en el género de Klebsiella en India, mediante PCR
de mgrB o secuenciacion genética completa y se ha encontrado que la mayoria
de las cepas con resistencia a colistina estd determinado por modificaciones
cromosomicas a nivel del LPS de pared con mutaciones puntuales o multiples
en sistemas complejos de expresion genética principalmente la via del gen
mgrB, y menos frecuentemente los genes phoP, phoQ, pmrA, pmrB, pmrC and
crrfABC. (31) Probablemente en México el comportamiento en patrones y
mecanismos de resistencia sea similar a lo reportado en India mas que a lo
reportado en China, ya que en nuestro estudio el principal mecanismo de
resistencia para colistina son mecanismos cromosomicos y no la presencia del
elemento mévil mcr-1 (resulta mayormente improbable que el mecanismo se
deba a la expresién de otros genes moviles de la familia mcr).

Debido a las caracteristicas de los lugares de origen de las cepas clinicas, no
se descarta la posibilidad que en entornos de mayor uso de antibiéticos,
estancias mas prolongadas, o alta carga de pacientes con patologias
oncoldgicas, el patrén de resistencia sea distinto; de acuerdo a datos
reportados de Egipto, en un centro de referencia de tercer nivel con alta
incidencia de pacientes con tumores de Organos sélido y hematolégicos, la
incidencia en cepas MDR con resistencia a colistina se elevé hasta 8.8% y mcr-
1 de 5% (35) y se considera un problema real al no disponer de estrategias de
tratamiento adecuadas para pacientes con enfermedades graves y deterioro
del estado inmunoldgico.

Este es el primer estudio mexicano en el cual se evalla en cepas nacionales la
utilidad de la herramienta NG-Test MCR-1 ® en cepas resistentes de a colistina
confrontdndolo con el método de referencia.

A pesar de la baja prevalencia de mcr-1 en nuestro estudio, la prueba de NG-
Test MCR-1 ® seguida al pie de la letra, solamente detecto6 5 de 6 casos
confirmados por PCR, incluso cuando la prueba falsamente negativa tenia una
CIM por microdilucion >64mcg/mL, estimando una sensibilidad de 83.3% que
contrasta con el estudio original de validacién (29), en donde reportaron una
sensibilidad del 100% pero con 101 cepas confirmadas. Por otro lado, se
detectaron 2 pruebas positivas entre la muestra aleatoria de cepas
verdaderamente negativas. De acuerdo al estudio original comentado, la
prueba NG-Test MCR-1 ® puede detectar 3 de 4 pruebas positivas mcr-2 con
una n=4 y no se han reportado pruebas falsamente positivas por alguna otra
causa hasta el momento. Si se comprueba que la falsa positividad de la NG-
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Test MCR-1 ® fue debido a mcr-2, es probable que la incidencia de mcr-2 en
México sea mas alta que la reportada hasta el momento.

El indice de concordancia entre el método de referencia y NG-Test MCR-1 ®
fue de 0.65, lo cual lo sitia en términos estadisticos dentro de una prueba con
concordancia buena, sin embargo se aleja demasiado respecto al método de
referencia que se reporta con una tasa de falsos negativos de <1.5% (36) para
gue sea de utilidad en nuestros centros; al menos con la epidemiologia actual,
no impresiona ser un estudio costo efectivo. Adicionalmente permanece en
duda si la identificacion del mecanismo exacto de resistencia a la colistina asi
como la CIM para colistina, tienen implicaciones clinicas practicas, sobre todo
en poblaciones bacterianas en donde se cuenta con otros farmacos menos
toxicos y con utilidad clinica demostrada disponibles.

Conclusiones

El elemento mavil mcr-1 como causa de resistencia adquirida a colistina es de
muy baja prevalencia. La PCR individual para mcr-1 es el estandar de oro para
identificacion de este gen, esta técnica requiere personal entrenado, tiempo y
equipo especializado. Sin embargo, la mayoria de las cepas resistentes a
colistina tuvo un mecanismo de resistencia distinto a mcr-1 en esta seleccién
de cepas, probablemente por alguna mutacién cromosdmica que modifique el
LPS de pared, sin embargo; la mayoria de estas mutaciones son complejas, y
hasta el momento, no se pueden determinar de forma sencilla con una prueba
inmunocromatografica.

Debido a la baja prevalencia de este gen en aislados clinicos mexicanos, a la
concordancia buena (pero no excelente) respecto al método de referencia, la
falta de evidencia sobre la utilidad de conocer el mecanismo exacto de
resistencia a colistina, asi como a la presencia de otras opciones terapéuticas
en la mayoria de las bacterias, sugerimos no utilizar de forma rutinaria o
sistematica la prueba NG-Test MCR-1 ®.
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Anexo 1.

El método manual empleando solucidn salina para extraer de DNA de
cultivos bacterianos.

Verificar la pureza de la cepa previo al procedimiento, que la caja de cultivo
bacteriano esté adecuadamente identificada y sembrada en medio agar
sangre de cordero al 5%.

Rotular un vial de 500 a microlitros con el nimero de muestras signado.
Colocara 100 microlitros de solucion salina 0.9% en el vial.

Tomar una o dos colonias del cultivo y disolverlas en la solucién salina 0.9%.
Homogeneizar la muestra por un minuto en el vortex.

Colocar el vial en un termo bloque a una temperatura del 95 °C durante 15
minutos. En cuanto pasen los quince minutos, homogeneizar el vortex durante
un minuto.

Inmediatamente, colocar el vial dentro del ultra congelador -70 °C durante
cinco minutos

Pasado el tiempo de ultra congelacion mantener el vial a temperatura
ambiente hasta descongelar. Centrifugar el vial a 8000 r.p.m. durante cinco
minutos.

Refrigerar el sobrenadante que contiene DNA bacteriano listo emplearse en
diversas técnicas moleculares. Empleado esta técnica de extraccion, el
tiempo de viabilidad del material genético es de una hora.
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Anexo 1.

Procesamiento de muestras para deteccion de genes mcr-1 en cultivos

bacterianos

1. Realizarla siguiente mezcla de reaccion por cada muestra:

Buffer 1.25 pl

NDT’Ets 0.3 pl

Primer forward mcr-1 0.3 pl
Primer reversal mcr-1 0.3 pl
AmpliTaq 0.07 pl

H20 7.28 ul

2. Para obtener un total de 9 ul. Las corridas debera acompafarse con tres
reacciones mas: 1 control resistente, 1 sensible y 1 negativo.

Colocar la mezcla de reaccion en un vial de 200 pl, adicionar 5 pl de DNA
bacteriano.

Colocar los viales dentro del termociclador Verity (Applied Biosystem) y seguir
el protocolo:

3.

4.

. Desnaturalizacion 94 °C por tres minutos

30 ciclos continuos:

Desnaturalizacion 94° 30”

Alineamiento 55 °C 30 segundos

Elongacion de 68 °C 45 segundos

Elongacion 68 °C diez minutos

. Preservacioén a 4 °C hasta sacarlos del equipo

Or®ONPR TP

Preparar un gel de agarosa a una concentracion de 1.5% SYBR Green.
Emplear guantes de nitilo para mayor proteccion.

Al haber terminado el segundo protocolo carga 10 ul de cada muestra dentro
de un pozo del gel, usar colorante (stop mix) en cada poso para monitorizar el
corrimiento. Emplean marcador de 100 pares de bases. Correr 120 mVol
durante 40 minutos.
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