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1.Abstract 

 

          Due to the excessive use and misuse of antibiotics to treat MDR infections, 

global reports of multidrug-resistant bacteria such as Acinetobacter baumannii 

and Pseudomonas aeruginosa have also been on the rise. A recent estimate 

suggests that the continuing rise in infections by antimicrobial-resistant 

microorganisms. In this sense, it as been estimated that antibiotic resistant 

bacteria will cause 10 million deaths per year in 2050, that is, it will be the leading 

cause of death worldwide, even above diabetes and cancer; Due to the above, 

this review focuses on describing the mechanisms of resistance to colistin, a last 

resort drug to treat serious resistant infections, both intrinsic and extrinsic in the 

aforementioned bacteria, in addition to investigating new methods of susceptibility 

to colistin in clinical laboratories, these test have high levels of reliability and 

limited waiting times, which are intended to displace the broth microdilution 

method (BMD), which is the reference method authorized by the Clinical & 

Laboratory Standards Institute (CSLI) and the European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), however, it has disadvantages 

such as high time consumption for the analyst and delay in obtaining results. 
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2.Resumen 

 

          Debido al excesivo y mal uso de los antibióticos para tratar infecciones, 

causadas por bacterias multidrogo-resistentes (MDR), los reportes de bacterias 

multiresistentes a nivel global tales como Acinetobacter baumannii y 

Pseudomonas aeruginosa también ha ido en aumento, Una estimación reciente 

sugiere que el continuo aumento de las infecciones por microorganismos 

resistentes a los antimicrobianos, siguiendo las tendencias actuales, provocará 

10 millones de muertes por año en 2050, es decir, será la primera causa de 

muerte a nivel mundial, incluso por sobre la diabetes y el cáncer. Debido a lo 

anterior, es que el objetivo de este trabajo fue describir los mecanismos de 

resistencia a colistín, tanto intrínsecos como extrínsecos (adquiridos) en las 

bacterias antes mencionadas, además se investigó sobre los nuevos métodos de 

susceptibilidad a colistín en los laboratorios clínicos, los cuales están orientados 

a reemplazar el método de microdilución en caldo (BMD),  esta es la técnica de 

referencia autorizada por el Clinical & Laboratory Standards Institute (CSLI) y 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), dónde 

posee una serie de desventajas, tales como el alto consumo de tiempo para el 

operador y la demora en la obtención de resultados. 
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3.Introducción  

3.1.Aspectos generales. 

Las bacterias son organismos procariontes unicelulares de unas pocas 

micras de tamaño, los cuales aparecieron en la tierra hace aproximadamente 

3500 millones de años atrás. Sin ellas los humanos no podrían vivir debido que 

cumplen funciones fundamentales para los ecosistemas del planeta Tierra, tan 

variadas como la fijación del nitrógeno o ayudar en la digestión humana, entre 

otras (Opal y Col., 2009). De las miles de especies identificadas, 

aproximadamente solo un 5% son definidas como patógenas, es decir, capaces 

de producir algún tipo de daño o enfermedad en el hospedero, tanto animal como 

vegetal (Janeway y Col., 2001). Solo ese porcentaje tiene la capacidad de 

producir devastadoras enfermedades o pandemias tales como la peste negra en 

el siglo XIV, donde se estima que acabó con la vida de más de 100 millones de 

personas, equivalente al 50% de toda la población europea de aquella época, en 

donde el agente microbiano causante de esta enfermedad también conocida 

como peste bubónica, fue la bacteria Yersinia pestis la cual se transmite por 

medio de los roedores (Perry y Col., 1997). Esta pandemia junto con la tercera 

peste en el siglo XIX y otros hechos históricos asociados a enfermedades 

causadas por microorganismos produjo la “idea sanitaria” en Estados Unidos e 

Inglaterra, cuya finalidad era proporcionar una mejor eliminación de desechos, 

mejor nutrición y mejores condiciones de trabajo, teniendo efectos notoriamente 
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beneficiosos sobre las tasas de mortalidad, en donde la comunidad científica 

estaba activamente involucrada (Goberna y Col., 2004). Sin embargo, no fue 

hasta 1928 cuando Alexander Fleming observó los efectos antibióticos de un 

compuesto fúngico aislado sobre un cultivo bacteriano, en donde la molécula 

responsable fue como nombrada penicilina, el cual es un antimicrobiano del 

grupo de los beta-lactámicos, ampliamente utilizado en medicina humana 

(Gaynes y Col., 2017). Este descubrimiento le valdría a Fleming la obtención del 

premio nobel de Fisiología y Medicina en 1945. 

Desde el descubrimiento de Fleming, se han aislado y sintetizado un gran 

número de nuevas moléculas antibióticas, la cual ha sido denominada como la 

era dorada de los antibióticos, la que comprende desde 1930 hasta 1960, los 

cuales sin duda han salvado millones de vidas a lo largo de los años (Lyddiard 

y Col., 2016). Sin embargo, posterior a esta era solo 4 nuevas entidades 

moleculares antibióticas han sido introducidas en la práctica clínica: las 

quinolonas, las lincosamidas, las oxazolidinonas y los lipopéptidos, en donde  el 

mercado financiero mundial de antibióticos, estimado en 30 mil millones de 

dólares, aún está dominado por clases de antibióticos descubiertos hace más de 

medio siglo (Aslam y col., 2018). El uso reservado de medicamentos novedosos 

ha limitado los márgenes beneficiosos a la industria farmacéutica, lo que conllevó 

a que las organizaciones retiren sus fondos e investigaciones vinculadas al 

descubrimiento de nuevos medicamentos antimicrobianos (Towse y Col., 2017). 
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         Por otra parte, el uso desregulado de los antimicrobianos ha generado una 

amenaza creciente que deteriora la eficacia de estos fármacos: La resistencia 

bacteriana a los antibióticos, en donde en estos casos las bacterias infecciosas 

ya no son susceptibles a los antibióticos que antes eran eficaces para su 

tratamiento (De Oliveira y Col., 2020). Lamentablemente no existen 

seguimientos sistemáticos internacionales, pero según reportes de los centros 

para el control y la prevención de enfermedades (CDC, del inglés Centers for 

Disease Control and Prevention), al menos 2 millones de personas en los Estados 

Unidos se infectan con bacterias resistentes a los antibióticos, lo que provoca la 

muerte de al menos 23,000 personas cada año, mientras que en Europa más de 

33 mil muertes anuales se asocian a infecciones causadas por microorganismos 

resistentes, lo que se transforma en costos asociados a cuidados de salud 

superiores a $4,7 billones de dólares (Laxminarayan y Col., 2022) ;(Dadgostar 

y Col., 2019). En ese sentido se estima que para el año 2050 a nivel mundial 

ocurran aproximadamente 10 millones de muertes, asociadas a la resistencia 

antimicrobiana, en donde 400 mil casos se producirían en América Latina , siendo 

la primera causa de muerte en todo el mundo, seguida del cáncer y la diabetes 

(https://amr-review.org), (Boucher y col., 2009). 
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3.2.Patógenos resistentes a antimicrobianos 

          Gracias a consensos entre los centros para el control y prevención de 

enfermedades de Europa y EE.UU, es que existen definiciones asociadas en 

relación a los perfiles de resistencia a antibióticos que poseen los 

microorganismos (Falagas y Col., 2009): Las cepas MDR (multi-drogo 

resistente) se definen como aquellas no susceptibles a al menos un agente en 

tres o más categorías de antimicrobianos, mientras que las cepas XDR 

(extensivamente resistentes) se definen como aquellas  no susceptibles a al 

menos un agente en todas las categorías de antimicrobianos excepto dos o 

menos (es decir, los aislados bacterianos siguen siendo susceptibles a solo una 

o dos categorías) y finalmente, se definen a las cepas PDR (pan resistentes) 

como no susceptibles a todos los agentes en todas las categorías de 

antimicrobianos (Magiorakos y Col., 2012). 

 

           En relación a lo anteriormente expuesto, en el año 2017 la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) publicó la lista de patógenos prioritarios resistentes a 

los antibióticos, en la que se incluyen a los 12 grupos de bacterias más peligrosas 

para la salud humana, debido a su resistencia a antibióticos, donde el grupo de 

“prioridad crítica” incluye las bacterias Gram negativas resistentes a 

carbapenémicos (XDR) los cuales corresponden a una de las principales 

alternativas terapéuticas disponibles para el tratamiento de infecciones graves 
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causadas por estas bacterias (Boucher y Col., 2009). Dentro de la gran variedad 

de β-lactámicos diferentes, los carbapenémicos poseen el espectro más amplio 

de actividad y la mayor potencia contra bacterias Gram positivas y Gram 

negativas. Como resultado, a menudo se utilizan como "agentes de última línea" 

(Papp-Wallace y Col., 2011). Por otro lado, los microorganismos MDR, XDR y 

PDR son especialmente peligrosos en hospitales, residencias de ancianos y 

entre los pacientes que necesitan ser atendidos con dispositivos como 

ventiladores y catéteres intravenosos (CDC, 2017). Entre tales bacterias se 

incluye el grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y 

Enterobacter spp.). Específicamente, la lista de la OMS incluye en el grupo 

de prioridad crítica a: Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, 

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos y Enterobacterales 

resistentes a carbapenémicos. 
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3.2.1 Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) 

           Es un cocobacilo Gram negativo, aerobio estricto, cuya temperatura 

optima de crecimiento oscila entre los 30° y 35° C. Esta especie forma colonias 

lisas de color amarillo pálido en agar sangre (Almasaudi y Col., 2018). Las 

infecciones por este agente ocurren típicamente en pacientes hospitalizados o 

con contacto estrecho al sistema de salud (De Oliveira y Col., 2020). Las 

manifestaciones clínicas pueden ser neumonía asociada a ventilador (NAV), 

meningitis intrahospitalaria, infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del 

tracto urinario, infección del torrente sanguíneo, entre otras (Boucher y Col., 

2009). Aunque las tasas de infección son menores que otros patógenos del grupo 

ESKAPE, es importante destacar que el 45% de los aislados globales son MDR, 

con tasas aún superiores en Estados Unidos, América Latina y Oriente Medio 

(Giammanco y Col., 2017), En zonas como Turquía y Grecia este porcentaje es 

alarmante ya que supera el 90% (Xie y Col., 2018). Un aspecto fundamental de 

A. baumannii es su gran capacidad de desarrollar resistencia rápidamente a 

carbapenémicos (XDR, la cual ha aumentado un 30% a nivel global desde 2011 

a 2016 (Aslam y Col., 2018), es por esto que, sin vigilancia epidemiológica 

apropiada, A. baumannii podría generar una pandemia global. 
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3.2.2 Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos 

(CRPA) 

           Es un bacilo el cual posee una leve curvatura, con un tamaño aproximado 

de 2 a 4 micras, Gram negativo, presenta movilidad debido a que posee un 

flagelo, es aerobio, pero puede desarrollarse en ambientes anaeróbicos en 

presencia de nitrato, siendo su temperatura optima de crecimiento de 37°C 

(Kiska y Col., 2003). Este microorganismo está ampliamente presente en 

ambientes acuáticos, en donde una de sus principales características es la 

producción de los pigmentos piocianina (color azul verdoso), piorrubina (rojo), 

pioverdina (verde amarillento) (Yetkin y Col., 2006). En el ambiente clínico su 

transmisión se produce principalmente a través del contacto de la piel lesionada 

o reblandecida y de las mucosas con el agua o con objetos contaminados 

(Weiner y Col., 2016). En el ámbito sanitario, constituyen una fuente de infección 

por este microorganismo, el instrumental quirúrgico, los respiradores, los 

catéteres o las manos del personal sanitario contaminadas, entre otros, debido a 

la presencia de biopelículas bacterianas, lo que dificulta su erradicación (De 

Oliveira y Col., 2020). Este patógeno es responsable de al menos un 10% de 

todas las infecciones intrahospitalarias en el mundo ya que la plasticidad de su 

genoma, conferido por genes reguladores, le otorgan resistencia intrínseca a 

múltiples clases de antibióticos, lo cual es clave para persistir en el hospedero y 

así evadir su sistema inmune (Weiner y Col., 2016). 
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3.2.3 Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (CRE) y 

productores de B- lactamasas de espectro extendido (BLEE). 

 

           Las enterobacterias son patógenos oportunistas que causan infecciones 

hospitalarias graves (Han y Col., 2020). La propagación de Enterobacterales 

productoras de carbapenemasas ha sido una amenaza mundial para la salud 

pública. Son bacterias Gram negativas que contienen más de 30 géneros y más 

de 100 especies con morfología de cocos o bacilos. La mayoría de estas 

bacterias son anaerobios facultativos, capaces de reducir nitrito a nitrato y la 

principal característica que las diferencia de las dos primeras categorías es la 

capacidad de fermentar carbohidratos tales como glucosa y lactosa (Davin-Regli 

y Col., 2019), es por esto que no entran en la categoría de Bacilos Gram 

negativos no fermentadores (BGNNF) 
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3.3 Polimixinas  

           Una característica en común entre A. baumannii y P. aeruginosa es su 

capacidad de utilizar múltiples compuestos como fuentes de carbono 

(Aprameya y Col., 2013). Tanto A. baumannii como P. aeruginosa pertenecen al 

grupo de BGNNF, los cuales se caracterizan por poseer diversos mecanismos de 

resistencia tanto intrínsecos como extrínsecos a los antibióticos, lo cual los hace 

resistentes a una gran variedad de drogas, disminuyendo las opciones 

terapéuticas disponibles (Aslam y Col., 2018). 

Debido a lo anterior, es que a través de los años se han re-introducido 

antiguas clases antimicrobianas creadas hace más de medio siglo atrás, tales 

como las polimixinas, para tratar infecciones producidas por BGNNF, debido a 

que la gran mayoría de los antibióticos, incluyendo los carbapenémicos, han 

perdido efectividad contra estos microorganismos (Srinivas y Col., 2017). 

 Las polimixinas son antibióticos del grupo de los lipopéptidos cíclicos que 

fueron descubiertas a fines de la década de los 40. Estas se clasifican en 

polimixinas de las clases A, B, C, D y E, en donde solo las polimixinas B y E son 

utilizadas en clínica humana (Yahav y Col.., 2014). Colistín (polimixina E) fue 

aislada de la bacteria Gram positiva Paenibacillus polymyxa var. colistinus 

(Benedict y Col., 1947), (Grady y Col., 2016). 



18 

 

 Las polimixinas consisten en un decapéptido cíclico, las que poseen una 

cadena lateral de tripéptido acilada en el extremo N por una cola de ácido graso 

(Baron y Col., 2016). Polimixina B y E solo difieren entre sí en la posición 6 (letra 

Y, Figura 1), en donde se presenta el aminoácido D-fenilalanina o D-leucina 

respectivamente (Poirel y Col., 2017). Una importante característica es que en 

su estructura posee residuos de ácido alfa-gamma-di–amino– butírico (Dab) lo 

cual hace que a pH fisiológico de 7,35 esta molécula sea policatiónica. (Aguayo 

y Col., 2016). Sin embargo, este fármaco fue reemplazado por otros 

antimicrobianos los cuales demostraban menor toxicidad renal (Landman y Col., 

2008). Se ha sugerido que la nefrotoxicidad de las polimixinas puede deberse en 

parte a su contenido de D-aminoácidos y al componente de ácidos grasos 

resultando en una mayor afluencia de cationes, aniones y agua, lo que lleva a la 

inflamación y lisis celular (Falagas y Col., 2006). 
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FIGURA 1: ESTRUCTURA DE COLISTIN Y POLIMIXINA B (POIREL Y COL., 2017) 

 

El sitio blanco de las polimixinas es la membrana externa de las bacterias 

Gram negativas (Kaye y Col., 2016). En primer lugar, debido a la interacción 

electroestática que ocurre entre el grupo Dab de la molécula de polimixina y los 

grupos fosfatos del lípido A del lipopolisacárido (LPS) los cuales poseen carga 

negativa, la molécula de colistín se une a la superficie bacteriana (Baron y Col., 

2016). Luego el LPS es desestabilizado y consecuentemente la permeabilidad de 

la membrana bacteriana se ve comprometida, liberando el contenido 
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citoplasmático lo que finalmente produce la lisis bacteriana (Trimble y Col., 

2016). Aunque el LPS es el sitio blanco inicial, el mecanismo completo de acción 

de las polimixinas aún sigue sin ser esclarecido (Aguayo y Col., 2016). Existen 

especies bacterianas naturalmente resistentes a la acción de estos agentes 

antibacterianos, tales como Proteus spp., Providencia spp., Serratia marcescens, 

Burkholderia cepacia y Edwardsiella spp. (Olaitan y Col., 2014). De manera 

relevante, estos antibióticos poseen gran efectividad frente a infecciones 

provocadas por miembros del grupo ESKAPE, incluyendo a A. baumannii y P. 

aeruginosa, pero debido al aumento del uso de fármacos para combatir bacterias 

XDR, ya se han reportado cepas resistentes a colistín alrededor del mundo 

(Bradford y Col., 2017), (Cai y Col., 2012), (Giamarellou y Col, 2017), (Sader 

y Col., 2014), (Walkty y Col 2017). 
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3.4 Grupo ESKAPE en Latinoamérica y Chile 

           En México, en el año 2019, se reportaron 489 casos de IAAS (infecciones 

asociadas a la atención en salud) producidos por A. baumannii, de los cuales 131 

casos fueron catalogados como MDR (Sosa y Col., 2019), siendo éste el agente 

más frecuente de las bacterias del grupo ESKAPE. Asimismo, se encontraron 

280 casos de IAAS por P. aeruginosa de los cuales 64 se catalogaron como MDR. 

No se reportaron los resultados de susceptibilidad a carbapenémicos ni colistín 

(Sosa y Col., 2019). 

            En Brasil, en el año 2020, se obtuvo que, respecto a la colonización de 

microorganismos, hubo predominancia de P. aeruginosa (26,3%) (Santos y Col., 

2020). En relación a la resistencia a antimicrobianos, 4 cepas aisladas de 

pacientes, presentaron resistencia a ertapenem e imipenem, sin embargo, no se 

realizaron estudios de susceptibilidad a colistín.  Respecto a la colonización por 

A. baumannii, ésta correspondió al 5,3% del total de casos, sin embargo, no se 

realizaron test de susceptibilidad a ninguna clase de antibióticos (Santos y Col., 

2020). 

           En Chile, desde el año 2007 se constituyó el grupo colaborativo de 

Resistencia Bacteriana, el cual incluye diversos centros de salud de varias 

regiones, el que ha generado información respecto a la frecuencia de resistencia 

antimicrobiana de distintas especies bacterianas. En un artículo publicado por 
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este grupo, se presentaron los resultados de la vigilancia de patógenos 

bacterianos resistentes del año 2009, con énfasis en su interpretación, 

limitaciones y perspectivas a futuro (Silva y Col., 2011). Los resultados obtenidos 

fueron: La susceptibilidad a colistín en cepas de P. aeruginosa en unidad de 

pacientes críticos era de un 93,6% (N=716). Por otro lado, la susceptibilidad a 

colistín en cepas de A. baumannii fue del 100% en unidad de pacientes críticos 

(N=454), es decir, hasta esa fecha no existía registro en Chile sobre cepas de A. 

baumannii resistentes a este antimicrobiano. Adicionalmente, en el informe de 

Vigilancia Epidemiológica de Infecciones Intrahospitalarias del MINSAL el año 

2017 y 2018 (MINSAL, 2018) no se incluyó colistín en el análisis de 

susceptibilidad en A. baumannii y P. aeruginosa. 

       Un estudio realizado por Mendes y Col. en el año 2019, reportaron que el 

país con el número más alto reportado de cepas resistentes a colistín y 

portadoras del gen de resistencia mcr fue Brasil con 246 casos (246/550; 44.7%). 

Bolivia en segundo lugar con 174 casos (174/550; 31.6%), seguidos de Argentina 

(101/550; 18.4%), Colombia (13/550; 2.4%), Perú (7/550; 1.2%), Venezuela 

(3/550; 0.5%) y Uruguay (2/550; 3.6%). Los países con el número más bajo de 

casos fueron Ecuador, Chile, Paraguay y México, con un solo reporte cada uno 

(1/550; 0.2%). La concentración mínima inhibitoria (CMI) más alta para colistín 

se encontró en Argentina (≥32 mg/L) y el más bajo en Brasil (0.25 mg/L). Por otro 

lado, solo Colombia (mcr-5) y Brasil (mcr-3) presentaron genes mcr distintos al 
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tipo 1, con Argentina mostrando el gen mcr-1.5, una variante del gen mcr-1 

(Mendes y Col., 2019). 
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4 Problema  

          La resistencia a los antimicrobianos representa una grave amenaza 

mundial de creciente preocupación para la salud humana, animal y ambiental. 

Esto se debe a la aparición, propagación, y la persistencia de bacterias altamente 

resistentes a los antibióticos o “super bacterias”. En Latinoamérica y Chile, en 

particular, no existe suficiente información y estudios relacionados con la 

resistencia a colistín, ya que los hospitales no realizan estas pruebas de manera 

rutinaria debido a múltiples factores, principalmente por la falta de un método de 

referencia rápido y confiable (Poirel y Col., 2017). 

            Debido a lo anterior, es que es de suma importancia investigar la 

susceptibilidad a colistín y los mecanismos de resistencia presentes en las cepas 

no susceptibles, incluyendo aquellos plasmídicos y cromosomales en bacilos 

Gram negativos no fermentadores resistentes a carbapenémicos (A. baumannii 

y P. aeruginosa), catalogados por la OMS como patógenos de prioridad crítica. 

Además, es necesario examinar posibles metodologías en laboratorios clínicos 

para la detección de susceptibilidad a colistín de manera rápida y confiable. 
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5 Objetivos  

5.1 Objetivo General  

       Comprender la relevancia clínica que representa la resistencia a colistín en 

bacilos Gram negativos no fermentadores resistentes a carbapenémicos, 

además de conocer cuáles son los mecanismos de resistencia y las nuevas 

metodologías propuestas para la detección de la resistencia a colistín. 

5.2 Objetivo específico 1 

           Comprender en bibliografía actualizada sobre los mecanismos de 

resistencia a colistín en Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa, 

incluyendo aquellos de tipo cromosomal y plasmídicos. 

5.3 Objetivo específico 2 

           Analizar los problemas y limitaciones experimentales para la detección de 

la resistencia a colistín en laboratorios clínicos. 

5.4 Objetivo específico 3 

           Indagar sobre nuevas técnicas de estudio de la susceptibilidad a colistín 

en el laboratorio clínico. 
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6 Método  

En esta revisión bibliográfica se realizó una búsqueda descriptiva y 

detallada en diversas bases de datos disponibles en la Web. Específicamente se 

procedió con el estudio selectivo de artículos científicos, revisiones restringidas 

utilizando la red de la Universidad de Concepción (UDEC) y publicaciones de 

acceso libre, consultando distintas bases de datos, tales como Pubmed, SciELO, 

Web of Science (WOS), Google Académico, además de otras fuentes 

bibliográficas como revistas de investigación científicas y repositorios de diversas 

entidades universitarias; todo esto con restricciones de fecha desde los últimos 5 

años, solo en los idiomas inglés y español.  

En cuanto a los criterios usados para limitar la búsqueda se usarán 

palabras claves: “colistin resistance” “Acinetobacter baumannii” “Pseudomonas 

aeruginosa” “mcr” “colistin testing method” entre otras. Además, para añadir o 

eliminar términos de búsqueda en el formulario, se utilizaron los operadores 

lógicos booleanos, tales como AND para combinar, OR para sumar y NOT para 

excluir, así de este modo se permitió relacionar de forma lógica los conceptos.  
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7 Resultados 

Objetivo I: Mecanismos de resistencia a colistín. 

7.1 Mecanismos de resistencia intrínseca 

       Las polimixinas no tienen actividad contra bacterias anaerobias, sin 

embargo, no existe información bibliográfica del porqué de esta resistencia 

intrínseca. Por otro lado, no son activas contra organismos Gram positivos, ya 

que estos carecen de LPS el cual es parte de la membrana celular externa de 

bacterias Gram negativas (Srinivas y Col., 2017). Un gran número de 

organismos son naturalmente resistentes a las polimixinas, incluyendo Brucella 

spp., Edwardsiella spp., Morganella morganii, Proteus spp., Providencia spp. y 

Serratia spp. (Baron y Col., 2016). Se hipotetiza que el mecanismo de resistencia 

natural o intrínseca en estas especies, se debe a factores de expresión génica 

que resulta en la adición de moléculas catiónicas al LPS, lo que conduce a la 

disminución de la afinidad entre la molécula de polimixina y el LPS (Srinivas y 

Col., 2017). 
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7.2 Modificación del LPS 

             Al igual que en los patógenos Gram negativos naturalmente resistentes, 

los organismos que son susceptibles a las polimixinas in vitro pueden adquirir 

mutaciones en los genes que regulan las vías celulares que median diversas 

modificaciones del LPS (Baron y Col., 2016). La principal modificación del LPS 

se produce mediante la adición de moléculas catiónicas (Fig.2) tales como 4-

amino-4-desoxi-L-arabinosa (L-Ara4N), y fosfoetanolamina (FEtN) al lípido A. 

(Olaitan y Col., 2014). 

 

 

FIGURA 2: MECANISMOS DE RESISTENCIA A COLISTÍN (OLAITAN Y COL., 2014). 
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7.2.1 Modificación del LPS en Acinetobacter baumannii 

     El principal mecanismo de resistencia a colistín en A. baumannii corresponde 

a la adición de grupos catiónicos al LPS (Poirel y Col., 2017). La adición de 

grupos catiónicos en A. baumannii está mediada por mutaciones en el sistema 

PmrAB (Choi y Col., 2013) (Adams y Col., 2009). Se ha demostrado que las 

mutaciones en los genes pmrA y pmrB causan resistencia a colistín a través de 

la regulación positiva del operón pmrCAB, lo que conduce a la síntesis de pEtN. 

pero no la síntesis de L-Ara4N. (Fig.2) 

      El segundo mecanismo de resistencia a colistín en A. baumannii corresponde 

a la pérdida completa de LPS causada por alteraciones de los genes de 

biosíntesis del lípido A, llamados genes lpxA, lpxC y lpxD (Moffatt y Col., 2010). 
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7.2.2 Modificación del LPS en Pseudomonas aeruginosa 

                La modificación de LPS que más comúnmente conduce a la resistencia 

de colistín en P. aeruginosa implica la adición de 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa 

(L-Ara4N) al grupo fosfato en el lípido A (Çağlan y Col., 2018) .Esta modificación 

suele estar controlada por el operón arnBCADTEF (también llamado 

arnHFIJKLM, el cual está presente en Salmonella spp., K. pneumoniae, 

Escherichia coli y P. aeruginosa pero está ausente en A. baumannii), el cual está 

regulado por los sistemas de 2 componentes (TCS, del inglés two-component 

systems) PmrA/PmrB y PhoP/PhoQ (Lescat y Col., 2019). Estos sistemas 

también pueden activarse por cambios en el entorno, como por ejemplo cambios 

en la concentración de Fe3+, concentraciones bajas de Mg2+ o Ca2+ y pH bajo 

(Sekyere y Col., 2018). PmrB y PhoQ son sensores quinasas unidas a la 

membrana citoplasmática que fosforilan sus respectivas proteínas reguladoras 

PmrA y PhoP al activarse. Una vez fosforilados, PmrA y PhoP promueven la 

regulación positiva del operón arnBCADETF lo que produce la adición de L-

Ara4N a los grupos fosfato del lípido A (Poirel y Col, 2017). La resistencia a 

colistín puede desarrollarse cuando ocurren mutaciones en PmrA/PmrB y 

PhoP/PhoQ. Finalmente, la adición de fosfoetanolamina (FEtN) al lípido A, 

disminuye la carga negativa, lo cual corresponde a un mecanismo de 

modificación del LPS en P. aeruginosa resistente a colistín (Fig.2) (Sekyere y 

Col., 2018). 
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7.3 Gen mcr mediado por plásmidos 

               Las modificaciones de los componentes del lípido A en organismos 

Gram negativos a través de PhoP/PhoQ, tales como P. aeruginosa, son 

mediados por modificaciones a nivel cromosómico (Park y Col., 2015). Sin 

embargo, en 2016 se publicaron diversos reportes que han identificado un gen 

de resistencia a colistín hasta ese momento desconocido mcr-1, presente en 

plásmidos, el cual codifica una enzima FEtN transferasa, la cual transfiere 

enzimáticamente FetN al lípido A (Baron y Col. 2016). El primer gen mcr-1, fue 

identificado en aislados de E. coli comensales de animales en China (Liu y Col., 

2016), Sin embargo, en pocos meses, fue reportada la diseminación de este gen 

en cepas aisladas de animales y humanos (Wang y Col., 2020), (Castanheira y 

Col., 2016), (Legarraga y Col., 2018). En Latinoamérica se ha reportado el gen 

mcr en cepas de E. coli, K. pneumoniae, Salmonella spp., Citrobacter spp. 

Enterobacter spp. Y P. aeruginosa, pero no han sido descritas aun en cepas de 

A. baumannii en América latina.  

              Alarmantemente para este gen de resistencia contenido en plásmidos 

transferibles, se han descrito a nivel global diversas variantes alélicas de mcr-1 

tales como mcr 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7 y 1,8 y mcr 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 

(Hussein y Col., 2021). Estos genes conducen a una disminución en las cargas 

aniónicas del lípido A, previniendo las interacciones electrostáticas con moléculas 
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de polipéptidos catiónicos tales como polimixinas (colistín y polimixina B), lo que 

conduce finalmente a la resistencia a colistín (Esposito y Col., 2017).  La adición 

de PEtN a la posición 4' del lípido A da como resultado un compuesto llamado 

PEtN-4′-lípido A (PEA-4′-lípido A) (Fig.3) 

 

FIGURA 3: MECANISMO DE ACCIÓN GEN MCR (OSEI Y COL., 2018). 
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Objetivo II: problemas y limitaciones experimentales 

para la detección de la resistencia a colistín en 

laboratorios clínicos. 

8 Métodos para pruebas de susceptibilidad 

 

          A pesar de su uso clínico prolongado (décadas), el método óptimo para las 

pruebas de susceptibilidad de colistín en laboratorios clínicos aún no está definido 

claramente (Poirel y Col., 2017). Sin embargo, la reciente aparición de cepas 

MDR y el aumento del uso de colistín impulsaron a la comunidad científica para 

investigar y desarrollar métodos rápidos como a su vez confiables, para 

determinar la susceptibilidad de cepas a polimixinas, ya que ahora es una 

necesidad urgente en los laboratorios clínicos (Leshaba y Col., 2022).  Las 

pruebas de susceptibilidad a colistín y a polimixinas en general, son ahora un 

gran desafío, ya que las infecciones humanas de bacterias Gram negativas 

resistentes a colistín se asocian con una mayor mortalidad de los pacientes 

(Capone y Col., 2013). Las dificultades en las pruebas de susceptibilidad a las 

polimixinas son diversas, incluida la mala difusión de las polimixinas en agar 

nutritivo, las propiedades catiónicas inherentes de las polimixinas y la falta de un 
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método de referencia confiable que pueda permitir comparaciones fiables de 

pruebas comerciales (Hindler y Col., 2018). 
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8.1 Métodos rutinarios de pruebas de susceptibilidad 

8.1.1 Tiras reactivas E-test (Epsilometría) 

          Consisten en tiras reactivas de plástico impregnadas con concentraciones 

crecientes de antibióticos (Fig.4). A partir de estas tiras, se pueden obtener los 

valores de CMI del antibiótico, las cuales se leen con la escala de concentración 

marcada en la cara superior del test (Poirel y Col., 2017). Según las 

recomendaciones del fabricante, este método es realizado aplicando un inóculo 

bacteriano de aproximadamente 108 UFC/ml (0,5 McFarland) en la superficie de 

una placa de agar Mueller-Hinton (MH) mediante el uso de un hisopo estéril. 

Luego las tiras que contienen el gradiente de concentración de colistín (que van 

desde 0.016 a 256 µg/ml) se colocan en la superficie del agar, donde 

posteriormente la concentración mínima inhibitoria es determinada después de 

una incubación durante 16 a 24 h 35±2°C (Wang y Col., 2020). El valor de la CMI 

se define por la intersección de la parte inferior del área de crecimiento en forma 

de elipse con la tira reactiva. Diversos estudios encontraron una excelente 

correlación entre las técnicas epsilométricas (ej: E-test) y las técnicas de 

referencia (Poirel y Col., 2017); (Sherman y Col.,2019); (Simar y Col., 2017). 

Sin embargo, los estudios que incluyeron un mayor número de aislados 

resistentes reportaron altas tasas de falsa susceptibilidad de bacilos Gram 
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negativos en comparación con otros métodos (Çağlan y Col., 2020); (Javed y 

Col., 2020) Este método es fácil de realizar, requiere una espera de 24 h, pero 

es relativamente caro (Poirel y Col., 2017).  

.  

FIGURA 4: TIRAS REACTIVAS PARA EPSILOMETRÍA  (IMAGEN OBTENIDA DESDE 

HTTPS://WWW.BIOMERIEUX-USA.COM/CLINICAL/ETEST). 
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8.1.2 Difusión en disco (DD) 

          También conocidos como sensidiscos, es una prueba de rutina 

semicuantitativa, la cual se realiza en los laboratorios clínicos para determinar 

resistencia y/o susceptibilidad a antibióticos (Fig.5), la cual consiste en la difusión 

de una concentración determinada de polimixina en el agar MH que ha sido 

sembrado con un inóculo bacteriano definido (Gwozdzinski y Col., 2018). Según 

el CLSi y el EUCAST, la prueba de difusión en disco se realiza aplicando un 

inóculo bacteriano correspondiente a un estándar de 0,5 McFarland 

(aproximadamente 108 UFC/ml) en toda la superficie de una placa de agar MH 

mediante el uso de una tórula estéril. Luego se colocan los sensidiscos (10µg de 

antibiótico) impregnados con polimixina E sobre la superficie del agar. La zona 

de inhibición del crecimiento es medida luego de una incubación de 16 a 24 h 35 

± 2 ° C. El diámetro de la zona de inhibición es proporcional a la susceptibilidad 

bacteriana a colistín y se correlaciona inversamente con la CMI de la cepa 

bacteriana. La prueba DD es fácil y barata y no requiere equipo específico. Estas 

ventajas explican por qué este método se utiliza comúnmente como método de 

prueba principal para medir sensibilidad a un gran número de aislados. Sin 

embargo, la escasa y lenta difusión de las polimixinas a través del agar da 

pequeñas zonas de inhibición y limita la precisión de la prueba DD, dando un 

resultado inaceptable y elevada tasa de falsa susceptibilidad (hasta un 35%), en 

comparación con el método de referencia microdilución en caldo (BMD) (Poirel 
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y Col.,2017). El EUCAST recomienda medir la CMI como primer análisis antes 

de otras pruebas de susceptibilidad. Por tanto, este método no es confiable y 

debe abandonarse. 

 

FIGURA 5: AGAR MH CON DISCOS DE DIFUSIÓN (IMAGEN OBTENIDA DESDE WWW.BIOSER.COM) 
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8.2 Métodos de dilución en caldo 

      El objetivo de los métodos de dilución es determinar la CMI, correspondiente 

a la menor concentración de polimixina que inhibe el crecimiento bacteriano 

visible después de una incubación de 16 a 24 h, a 35°C (Poirel y Col., 2017). La 

dilución en caldo es una técnica en la que una suspensión bacteriana a una 

concentración predeterminada se prueba contra varias concentraciones de 

agente antimicrobiano en medio líquido (caldo de cultivo) con una formulación 

predeterminada. Se encuentran disponibles dos métodos de dilución. 
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8.3 Micro dilución en caldo  

       La microdilución en caldo (BMD, por sus siglas en inglés broth microdilution) 

es el método de prueba de susceptibilidad de referencia aprobado por el CLSI. 

Para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a colistín, de acuerdo con las 

recomendaciones del CLSI, la BMD se realiza con caldo MH ajustado en cationes 

(CA-MHB), utilizando el rango de concentraciones desde 0,12 a 512 µg/ml y un 

inóculo bacteriano final de 5x105 UFC/ml en cada pocillo (CSLI, 2014). La técnica 

BMD se considera el método óptimo y actualmente se recomienda para pruebas 

de susceptibilidad en el documento propuesto por el conjunto CLSI-EUCAST en 

el año 2016 (Anexo 1). 

        Sin embargo, la BMD es bastante laboriosa y la preparación manual de las 

soluciones antibióticas puede dar lugar a errores importantes. Esta técnica, por 

lo tanto, no se adapta a la mayoría de los laboratorios de microbiología clínica de 

forma rutinaria. Además, se han reportado resultados de CMI no reproducibles 

debido a saltos de pocillos (es decir, pocillos que no muestran crecimiento, 

mientras que el crecimiento se observa en pocillos con concentraciones de 

antibiótico más altas) en P. aeruginosa y A. baumannii (Chew y Col., 2017). Cabe 

destacar que se recomienda su uso para pruebas en Enterobacterales y P. 

aeruginosa pero no en A. baumannii (CLSI., 2020). 
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8.4 Macro dilución en caldo  

        También conocido como método de dilución en tubo. El medio de 

crecimiento (CA-MHB), la suspensión bacteriana del inóculo, la preparación de 

diluciones al doble de polimixinas, las condiciones de incubación y la lectura de 

la placa son idénticas a los del método de micro dilución en caldo. La mayor 

diferencia es el volumen de crecimiento y el uso de tubos de ensayo de vidrio en 

lugar de microplacas plásticas. Cuando se evalúa contra los resultados de la 

BMD, los resultados del método de macro dilución en caldo mostraron mayor 

concordancia (83%) en comparación con otros métodos disponibles, y no se 

observó falsa susceptibilidad (Hindler y Col., 2018). 
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8.5 Método de dilución en agar 

       Otro método aprobado recientemente por el CLSI en 2021, que se basa 

en varias concentraciones de moléculas de polimixina en agar MH (generalmente 

en concentraciones 2X en serie), seguido de la siembra de un inóculo bacteriano 

de concentración conocida en la placa de agar (Fig.6). De acuerdo con las 

recomendaciones de CLSI, el polvo de polimixina se disuelve en agua estéril y 

se agrega al agar MH fundido para proporcionar diluciones al doble (que van 

generalmente desde 0,12 µg/ml hasta 512 µg/ml) (Depka y Col., 2020). Un 

inóculo bacteriano correspondiente a aproximadamente 104 UFC/ml es 

preparado y luego se añaden diluciones 10x del antibiótico a estudiar. La dilución 

en agar teóricamente podría evitar la adsorción de colistín a las placas, pero no 

existen estudios para confirmar esta hipótesis. Por otro lado, si existen estudios 

que han demostrado una fuerte correlación entre la técnica de dilución en agar y 

la BMD (Matuschek y Col., 2018), Una ventaja del método de dilución de agar 

es la capacidad de probar múltiples cepas en una misma placa. Sin embargo, el 

método de dilución en agar también presenta algunas desventajas, ya que es 

muy laborioso si no está automatizado y las placas (no disponible en fuentes 

comerciales) se deben utilizar dentro de la semana de preparación. Muchos 

estudios han empleado el método de dilución en agar como estándar; sin 

embargo, BMD sigue siendo el método de referencia principal para las pruebas 
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de CMI de polimixina (Anexo 1), pero al igual que en la prueba de BMD, no se 

recomienda para A. baumannii (CLSI., 2020) 

 

 

FIGURA 6: MÉTODO DE DILUCIÓN EN AGAR (VEGA Y COL.2019), DE IZQUIERDA A DERECHA SE OBSERVA 

MENOR CRECIMIENTO BACTERIANO DEBIDO A MAYORES CONCENTRACIONES DE ANTIBIÓTICO 
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Objetivo III: Nuevos métodos para detección de 

resistencia a colistín en laboratorios clínicos 

 

           Tanto EUCAST como CLSI recomiendan tanto la BMD y recientemente 

(CLSI., 2021) las pruebas de colistín agar test y colistín broth disk elution 

para las pruebas de susceptibilidad a colistín, pero estos análisis no se usan de 

manera rutinaria en laboratorios de diagnóstico microbiológico, es por esto que 

es de suma importancia conocer nuevos y modernos métodos analíticos los 

cuales permitirán obtener resultados tanto o más confiables que la BMD, en un 

periodo más acotado y con menor carga laboral para el personal del laboratorio. 
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9 Nuevos métodos para la detección de resistencia 

a colistín. 

9.1 Test rápido polymixin Acinetobacter, rapid polymyxin Pseudomonas y              

Rapid resapolymyxin NP. 

 

        ElitechGroup presentó las pruebas rápidas de polimixina para Acinetobacter 

spp. y Pseudomonas spp. en octubre de 2018 (Malli y Col., 2019). Ambas 

pruebas utilizan el mismo principio de la prueba Rapid Polymyxin NP, la cual fue 

desarrollada para Enterobacterales, ya que se basan en la detección 

colorimétrica del metabolismo bacteriano en presencia de una concentración 

definida de colistín (Lescat y Col.,2019). Un resultado positivo de Rapid Polimixin 

Acinetobacter se lee mediante un cambio de color del indicador de pH rojo fenol 

(rojo a naranja o amarillo), mientras que Rapid Polymyxin Pseudomonas usa el 

indicador de pH bromocresol púrpura (verde-amarillo a violeta). Diversos estudios 

registraron 100% de sensibilidad en Rapid polymyxin Pseudomonas, Sin 

embargo, el test rapid polymyxim Acinetobacter tuvo discrepancias, no 

registrando errores en un estudio y ocho errores en otro análisis (Lescat y 

Col.,2019: Sadek y Col., 2020). También se desarrolló la prueba Rapid 

Resapolymyxin NP para detectar la resistencia a colistín en diversas bacterias 

Gram-negativas incluyendo Enterobacterales, P. aeruginosa y A. baumannii 
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(Lescat y Col., 2019). La prueba se lleva a cabo inoculando 20 μl estandarizados 

de suspensión bacteriana (3.5 McFarland) en caldo MH que contiene una 

concentración final de 3.75 mg/L de colistín sulfato. Posteriormente se añade la 

resazurina (PrestoBlue®) después de 3 h de incubación en el medio y los 

resultados se leen durante un período de 1 h después de la adición del 

compuesto. La detección de resistencia a colistín. se basa en la reducción de la 

resazurina azul a rosa resorufina por células metabólicamente activas en 

presencia de una concentración definida de colistín (Lescat y Col.,2019). La 

evaluación de la prueba Rapid ResaPolymyxin NP mostró detección confiable de 

la resistencia a colistín en no fermentadores y 100% de precisión en 

Enterobacterales (Germ y Col., 2019).  Cabe destacar que, aunque el 

crecimiento de Pseudomonas spp, puede retrasarse, Enterobacterales y 

Acinetobacter spp, pueden ser detectables en menos de 4 h (Jia y Col., 2020).  

 

 

 

 

 



47 

 

9.2 CHROMagar™ COL-APSE 

 

            Desarrollado por CHROMagar (París, Francia), este es el primer medio 

selectivo diseñado para detectar y diferenciar Acinetobacter spp., 

Enterobacterales, Pseudomonas spp. y Stenotrophomonas spp. (Abdul y Col., 

2017). Las placas de agar se preparan utilizando un medio de cultivo base 

deshidratado (CHROMagar®) más suplementos que contienen colistín sulfato y 

oxazolidinonas para mejorar el crecimiento de bacterias Gram-negativas 

resistentes a colistín e inhibir el crecimiento de bacteria Gram-positivas (Abdul y 

Col., 2017). La invasividad de Proteus spp. que provoca un crecimiento que 

obstaculiza el aislamiento de cualquier otro agente microbiano (Rütschlin y Col., 

2020), es inhibido al agregar p-nitrofenil-glicerol a la preparación del medio, lo 

cual no afecta al rendimiento del medio. 

            La precisión en la detección y diferenciación de especies Gram-negativas 

resistentes a colistín fue evaluada por Osei Sekyere y Col. (2020), en donde el 

aspecto morfológico de las cepas detectadas fue la descrita por el fabricante. 

Además, tres estudios que han evaluado CHROMagar®™ COL-APSE 

concluyeron que el medio tiene una alta sensibilidad (97% aproximadamente) en 

la detección de aislamientos que portan genes mcr (Abdul y Col.,2017; Osei 

Sekyere y Col., 2020; Thiry y Col., 2019).  
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9.3 Medio LBJMR 

 

            Lucie-Bardet-Jean-Marc-Rolain (LBJMR), es un medio polivalente 

basado en agar púrpura, el cual fue diseñado para el aislamiento de bacterias 

Gram-negativas resistentes a colistín, así como de bacterias Gram-positivas 

resistentes a la vancomicina (Bardet y Col., 2017). El medio fue desarrollado 

agregando glucosa (7,5 g/L), sulfato de colistín (4 μg/ml) y vancomicina (50 μg/ml) 

a 31 g/L de base de agar púrpura (Bardet y Col., 2017).  En total, 143 

aislamientos bacterianos, incluidas Enterobacterales y BGNNF, se utilizaron para 

evaluar este medio, donde la especificidad y la sensibilidad fueron del 100 % 

(Bardet y Col., 2017). El medio se evaluó en 56 aislados mcr-1 positivos y 10 

mcr-1 negativos, en donde las muestras fueron recolectadas de humanos y 

pollos. El estudio describió que el medio LBJMR puede detectar aislados mcr-1- 

positivos con alta sensibilidad (Bardet y Col., 2017). Además, el medio LBJMR 

no contiene daptomicina y anfotericina B, que se utilizan en algunos medios a 

base de agar para inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas y hongos, 

incluyendo cepas bacterianas resistentes a vancomicina, esto sería una 

desventaja, debido que no evitaría el crecimiento de bacterias que podrían 

contaminar el medio. (Bardet y Col., 2017). 
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9.4 Rapid flow cytometry method (FASTinov®) 

 

            FASTinov® (Porto, Portugal) desarrolló recientemente un sistema basado 

en la citometría de flujo, que permite la detección directa de bacterias Gram-

negativas resistentes y/o susceptibles a colistín en hemocultivo o en placas 

dentro de 1-2 h. Este ensayo funciona midiendo los niveles de fluorescencia de 

las células dañadas por la acción de colistín, el que actúa destruyendo la 

membrana celular. En células susceptibles, el colistín rompe las membranas 

celulares y permite la entrada de sondas fluorescentes, permitiendo que las 

células susceptibles emitan fluorescencia, la cual es detectada y analizada 

mediante el software BioFast desarrollado por FASTinov®. Mientras tanto, las 

células resistentes emiten baja o ninguna fluorescencia debido a que la 

membrana celular permanece intacta, impidiendo la entrada de las sondas 

fluorescentes. Este ensayo no depende del crecimiento de las bacterias, sino de 

la capacidad de su membrana para reaccionar a colistín lo que permite una 

detección más rápida de la susceptibilidad a colistín en comparación con pruebas 

basadas en cultivos bacterianos. Una gran característica de este método es que 

requiere menos habilidad para operar y analizar. Se obtuvo como resultado un 

99,0% de susceptibilidad sin errores mayores (Fonseca y Col.,2019). 
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9.5 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

  

            La amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP, del inglés Loop-

mediated isothermal amplification) es un método de amplificación de ácidos 

nucleicos que permite el autociclado de ADN a temperatura constante usando 

una ADN polimerasa conocida como Bst DNA polymerase, la cual a diferencia de 

la ampliamente utilizada Taq polimerasa, no requiere un paso extra para 

denaturación debido que todo el proceso es llevado a cabo a temperatura 

constante (Zhong y Col., 2019). El uso de LAMP para detectar el gen mcr y sus 

variantes fue descrito por primera vez en dos publicaciones (Imirzalioglu y Col., 

2017; Zou y Col., 2017). Zou y Col. (2017) establecieron un ensayo LAMP para 

detectar el gen mcr-1 de bacterias cultivadas y heces humanas. En este estudio, 

el ensayo LAMP se realizó en mezclas de reacción de 25 μl que contenía Tris-

HCl 20 mM, KCl 10 mM, 10 mM (NH4)2SO4, MgSO4 8 mM, betaína 0,8 M, Tween-

20 al 0,1 %, 1,4 mM de cada nucleótido trifosfato de desoxirribosa y 8 U Bst ADN 

polimerasa (Zou Y col., 2017). Cada reacción tenía mezclas específicas de 

partidores forward y reverse, bucles cebadores, así como la cantidad adecuada 

del templado de ADN (Zou Y col., 2017).  La mezcla se cubre con 25 μl de cera. 

y se introduce en una incubadora de baño seco durante 60 min a temperatura 

constante para luego observar los productos de amplificación los cuales se leen 

visualmente y por turbidimetría (Zou Y col., 2017). Una reacción positiva se 
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observa por la formación de un precipitado de pirofosfato de magnesio, el cual 

cambia el color del medio de naranjo a verde (Leshaba y Col., 2022). 

             Imirzalioglu y Col., (2017) evaluaron el kit Eazyplex Superug mcr-1® 

(Amplex Biosystems) para la detección rápida del gen mcr-1. Este kit según los 

investigadores resultó ser más preciso que incluso el PCR convencional 

(Imirzalioglu y Col., 2017). Sin embargo, los análisis realizados mediante la 

técnica LAMP para detectar mcr-1 no pueden detectar otros genes de interés. No 

obstante, Zhong y Col., (2019) desarrollaron un nuevo método con una 

endonucleasa de restricción para la detección de múltiples genes mcr a través de 

un sistema multi-LAMP. Se establecieron dos sistemas LAMP separados, un 

doble LAMP (mcr-2 y mcr-5) y un sistema triple-LAMP (mcr-1, mcr-3 y mcr-4). 

Los productos de amplificación se detectaron visualmente por el cambio de color 

de SYBR Green I, el cual cambia de amarillo a naranja en una reacción positiva 

(Zhong y Col., 2019). Los productos de amplificación posteriormente fueron 

teñidos con GoldView TM y analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2% 

(Zou y Col., 2017). Una ventaja de los ensayos LAMP sobre la PCR convencional 

es que LAMP es más sensible, tiene un tiempo de procesamiento menor a 60 

minutos y es relativamente más fácil de ejecutar (Imirzalioglu y Col., 2017; 

Zhong y Col., 2019). 
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9.6 Test de elución en disco 

 

            Aprobado recientemente por el CLSI en 2021 para detección de 

resistencia a colistín mediados por mecanismos tradicionales 

(cromosómicamente), así también como mecanismos plasmídicos transferibles 

(mcr) en bacterias del grupo Enterobacterales, P. aeruginosa y Acinetobacter 

spp. (Anexo 2). El test consiste en la preparación de 4 tubos con CA-MHB, en 

donde asépticamente se añaden discos de colistín (10 µg hasta completar una 

concentración de 0,1,2 y 4 µg/mL en cada tubo, los cuales se incuban entre 30 a 

60 min. Posteriormente los 4 tubos son inoculados con 5 µL de inóculo bacteriano 

(concentración aproximada de 7,5x105 UFC/ml), luego se incuban las muestras 

entre 18 a 20 h a 35 ±2ºC para Enterobacterales, P. aeruginosa y 24h para 

Acinetobacter spp (Anexo 2). Una cepa bacteriana es susceptible si su CMI es 

menor a 2 ug/mL (<2ug/mL) y no susceptible si su CMI es mayor a 4 ug/mL 

(>4ug/mL). 
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Figura 7: Interpretación de resultados test de elución en disco. 
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10 Discusión 

 

           En los últimos años ha aumentado considerablemente el interés en los 

mecanismos y en las metodologías para testear cepas resistentes a 

antibacterianos, sin embargo, contrario a lo esperado, la información a nivel 

mundial y en Latinoamérica es modesta, esto dado principalmente a que existe 

una necesidad de contar con protocolos universales para la identificación de 

cepas resistentes a colistín. Hasta hace algunos años el único método de 

referencia para determinar la resistencia a colistín en laboratorios recomendado 

por el CLSI y el EUCAST es la técnica de microdilución en caldo (BMD), la cual 

presenta ventajas tales como la obtención de información cuantitativa, lo cual 

indica que tan resistente es una cepa bacteriana a cierto antibiótico. Por otro lado, 

su principal desventaja además de su costo asociado el cual es alto, es el 

consumo de tiempo requerido para realizar esta técnica, la cual la hace poco 

factible para su realización de manera rutinaria en laboratorios clínicos. 

Recientemente el CLSI ha aprobado dos nuevos métodos para detección de 

resistencia a colistín los cuales son colistín agar test y test de elución en disco. 

Cabe destacar que hoy en día, a pesar de haber un gran número de nuevos 

métodos para determinar susceptibilidad a antibióticos, aun no existe un método 

que esté por sobre el método de referencia, ya que como ocurre habitualmente 

en los avances tecnológicos, en general aun existe una falta de pruebas de 
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estandarización en los protocolos existentes. Por otro lado, los 3 test antes 

mencionados, se encuentran validados para pruebas en P.aeruginosa y 

Enterobacterales, aun no existen métodos aprobados por el CLSI para A. 

baumannii debido a inconsistencias en las pruebas realizadas. Este problema es 

una excelente oportunidad dirigida a los distintos grupos de investigación de 

generar estos métodos de análisis confiables, fáciles, rápidos y de bajo costo 

para responder a las necesidades que existen hoy en día en los laboratorios 

clínicos, en especial en el are de microbiología. 
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11 Conclusiones 

 

          Las polimixinas fueron utilizadas durante varias décadas como agente 

bactericida contra bacilos Gram negativos, sin embargo, debido a sus efectos 

nefrotóxicos y neurotóxicos, su uso se ha visto limitado, pero actualmente se han 

reintroducido en la práctica clínica como último recurso para tratar bacterias 

multiresistentes (MDR), estas actúan en la membrana externa, específicamente 

en el lípido A del LPS, produciendo muerte celular. Uno de los principales 

mecanismos de resistencia bacteriana a las polimixinas es a través de los TCs 

PhoP-PhoQ, además del operón arnBCADTEF y recientemente el gen de 

resistencia de tipo plasmídica y sus variantes mcr, las cuales son una amenaza 

latente atribuida principalmente al abuso de antibióticos. 

            En el último tiempo las polimixinas han ganado un interés creciente 

debido a la situación epidemiológica actual, la cual es crítica con respecto a las 

bacterias MDR, estas se extienden por todo el mundo y no existen nuevos 

arsenales de antibióticos comercializados capaces de contener esta pandemia. 

Existen zonas geográficas donde el uso de polimixinas solas o en conjunto con 

otros antibióticos, que antes se catalogaban como agentes de última línea, hoy 

ya se podrían catalogar como tratamiento de primera línea, además recientes 

estudios identificaron un nuevo mecanismo de resistencia a polimixinas, el gen 



57 

 

mcr el cual es de tipo plasmídica, esto modificó la perspectiva respecto a la 

investigación sobre resistencia antimicrobiana, ya que hoy en día existen distintos 

análisis tales como la citometría de flujo, el cual podría utilizarse para una 

detección rápida de resistencia a colistín, o técnicas basadas en agar como el 

medio LBJMR que representa menor tiempo de trabajo asociado para el personal 

de laboratorio, además se deberían considerar técnicas moleculares como la 

técnica LAMP, que resulta ser más sensible que una PCR convencional, con 

sensibilidad cercana al 100%, menor tiempo de espera y de bajo costo.  

          Es por esto que hoy en día existen una variedad de análisis, los cuales 

tienen altos niveles de especificidad y sensibilidad, y donde estos poseen el 

potencial de reemplazar al método de referencia, siempre y cuando no 

discriminen entre tipos de resistencia antimicrobiana (de tipo plasmídica y 

cromosómica) y cumplan con los requisitos ya antes descritos, para que los 

laboratorios clínicos muestren interés en aplicar en sus instalaciones estos 

análisis de manera rutinaria. 
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12 Anexos 

 

Anexo 1: Recomendaciones grupo CSLI-EUCAST para la determinación de 

resistencia a colistín. (www.eucast.org). 
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Anexo 2: Test de elución en disco para detección de resistencia a colistín.
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