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APRESENTACAO

Las Ciencias Biologicas estudian los seres vivos y todas sus relaciones entre si
y con el medio ambiente. Es un campo muy amplio, que engloba diferentes areas de
conocimiento, y que puede ser aplicado en el area de la educacion, la investigacion, la
bioconservacién ambiental, la salud, etc.

El trabajo “Produccion ciencia en Ciencias Bioldgicas” esta enfocado a discutir la
formacién del conocimiento en varias areas que conforman el gran dominio de las Ciencias
Biologicas, brindando al lector una vision variada y amplia de lo que se produce en esta
area en la actualidad. En este trabajo contamos con seis capitulos compuestos por articulos
cientificos originales basados en trabajos de investigacion.

Los trabajos descritos en este libro abordan temas relacionados con las ciencias
de la salud como microbiologia, zoologia y ecologia de especies, botanica, divulgacion
cientifica, medio ambiente, biodiversidad y bioconservaciéon. Esta multidisciplinariedad es
de gran importancia, ya que la investigacion con diferentes perspectivas profesionales
tiende a proporcionar una visidbn mas amplia y una mayor aplicabilidad en la vida cotidiana
del lector.

Creemos que este trabajo enriquecera su conocimiento y demostrara que la ciencia
puede ser muy placentera. Atena Editora, buscando la calidad, tiene a su disposicion un
cuerpo editorial compuesto por maestros y doctores formados en las mejores universidades
de Brasil, para la revision de sus obras. Por lo tanto, esta asegurado que tiene un trabajo de
excelente calidad en sus manos. Esperamos que disfrute de su lectura. jBuenos estudios!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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ESTUDO DE CONCORDANCIA ENTRE O METODO DE ELUICAO
EM DISCO COLISTINA E O METODO DE REFERENCIA

DE MICRODILUICAO EM CALDO PARA DETERMINAR A
SUSCEPTIBILIDADE A COLISTINA, EM CEPAS CHILENAS
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RESUMEN: EIl objetivo del estudio fue medir la
concordancia entre el método de elucion en discos
de colistin y el método de referencia microdilucion
en caldo parainterpretar susceptibilidad a Colistin
en cepas clinicas recepcionadas en el Instituto
de Salud Publica de Chile. Un total de 106
cepas (49 Enterobacterales, 30 Pseudomonas
aeruginosa, 27 Acinetobacter baumannii) fueron
testeadas en forma paralela por los dos métodos,
encontrandose un 2% de errores muy mayores
en el grupo de Enterobacterales, un 3,3% de
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errores muy mayores para P aeruginosa y un
11,1% de errores muy mayores en A baumannii.
El estudio del gen mcr-1 por PCR en las cepas
resistentes a colistin dio resultados negativos. Los
resultados muestran que el método de elucion
de disco de colistin tiene buena concordancia
para determinar susceptibilidad a colistin en
Enterobacterales y P aeruginosa.

PALABRAS CLAVE: Resistencia a Colistin,
microdilucién en caldo, elucion de sensidiscos.

CONCORDANCE STUDY BETWEEN
THE COLISTIN DISK ELUTION METHOD
AND THE BROTH MICRODILUTION
REFERENCE METHOD TO DETERMINE
SUSCEPTIBILITY TO COLISTIN, IN
SELECTED CHILEAN STRAINS AT THE
INSTITUTE OF PUBLIC HEALTH OF
CHILE

ABSTRACT: The objetive of the study was to
measure the concordance between the colistin
disk elution method and the broth microdilution
reference method to interpret susceptibility to
Colistin in clinical strains received at the Institute
of Public Health of Chile. A total of 106 strains (49
Enterobacterales, 30 Pseudomonas aeruginosa,
27 Acinetobacter baumannii) were tested in
parallel by the two methods, finding 2% of very
higher errors in the Enterobacterales group, 3,3%
of very higher errors for P, aeruginosa and 11,1%
of much langer errors in A baumannii. The study
of the mcr-1 gene by RCP in colistin-resistant
strains gave negative results. The results show
that the colistin disk elution method has good
agreement for determining susceptibility to
colistin in Enterobacterales and P aeruginosa.
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INTRODUCCION

Cada vez es mas frecuente que los clinicos se enfrenten ainfecciones producidas por
bacterias multiresistentes, produciendo un panorama complejo para el tratamiento debido
al escaso arsenal terapéutico disponible. En Chile el perfil de resistencia antimicrobiana de
nuestras cepas posiciona al colistin como una alterntiva para tratar estas infecciones (1).
Se hace necesario entonces que el laboratorio de microbiologia implemente y estandarice
métodos rapidos y confiables para determinar su susceptibilidad in vitro ya que se ha
demostrado que existen dificultades en la metodologia en el método de difusién en agar y
los test de gradiente producto de la mala difusion de la molécula de colistin en agar Mueller
Hinton, las propiedades catidnicas de las polimixinas y la aparicién de hetero-resistencia a
polimixinas en muchas especies (2,3,4)

La CLSI (Clinical and Laboratory Standart Institute) indica que el método de referencia
0 gold estandar para la determinacion de susceptibilidad a colistin es la microdilucién en
caldo, pero este método es de compleja implementacion y carece de la rapidez necesaria
para este tipo de pruebas en un laboratorio de rutina. Por ello desde 2020 ha recomendado
el método de elucidén de discos de colistin, el cual es de facil ejecucion y de bajo costo (5).

En los estudios de susceptibilidad los sistemas automatizados presentan resultados
con importante porcentaje de error muy mayor al informar sensible cepas que son
resistentes. Todo esto hace necesario la rapida incorporacion de un método confiable,
sensible, especifico y de baja complejidad para ser aplicado en el laboratorio (6,7).

OBJETIVO

Conocer la concordancia del método de eluciéon de discos de colistin comparado
con el gold estadar el método de microdilucion en caldo para el estudio de la susceptibilidad
a colistin y evaluar la presencia de errores mayores y errores muy mayores.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 106 cepas seleccionadas de las recibidas en el Laboratorio de
Referencia de infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) del Instituto de Salud
Publica de Chile (49 Enterobacterias, 30 Pseudomonas aeruginosa, 27 Acinetobacter
baumannii). A todas ellas se les realiz6 estudio de susceptibilidad al colistin por método
de elucién en discos de colistin 'y por microdilucién en caldo considerada como método
de referencia (CLSI 2020). La CLSI considera como resistente aquellas cepas con una
CIM >= 4 ug/ml e Intermedio con una CIM <= 2 ug/ml , no estableciendose la categoria
de susceptible, puesto que los estudios farmaco-cineticos y farmaco-dinamicos han
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demostrado un limitada eficacia clinica para este antimicrobiano, recomendandose ser
administrado junto con uno o mas agentes antimicrobianos. El método de elusion en discos
de colistin no se encuentra validado por la CLSI para cepas de Acinetobacter spp.

Las cepas que mostraron resistencia por técnica estandar se les efectud estudio de
PCR en busqueda del gen mcr-1.

Para analisis de resultados se utilizd estudio estadistico de concordancia donde
al comparar un método diagnédstico frente a un método de referencia se espera que la
concordancia en la categoria de interpretacion sea mayor o igual al 90% entre ambos. Se
entiende por categoria de interpretacion al resultado cualitativo de resistente, susceptible
o intermedio que presenta la cepa segun la CIM presentada con respecto a los puntos de
corte estandarizados. Es asi que se clasifica como un error mayor cuando se interpreta un
resultado con la categoria resistente y es susceptible por método de referencia y a su vez,
se clasifica como un error muy mayor cuando se interpreta un resultado como susceptible
y es resistente por el método de referencia.

RESULTADOS

El estudio de susceptibilidad a colistin utilizando la método de elucion de disco
muestra un 95% de concordancia, donde del total de cepas estudiadas 5/106 cepas
presentaron errores muy mayores de interpretacion. De ellas 1/ 49 cepas con errores muy
mayores para Enterobacterales, 1/30 cepas con errores muy mayores para Pseudomonas
aeruginosay 3/27 cepas con errores muy mayores para Acinetobacter baumannii . No se
presentaron errores mayores, pues no hubo falsos resistentes.

El estudio del gen mcr-1 por RCP en las cepas resistentes a colistin dio resultados
negativos dando cuenta que la resistencia a colistin se encuentra en estas cepas mediada
por otros mecanismos de resistencia.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el método de elucion de disco de colistin tiene buena
concordancia para determinar susceptibilidad a Colistin en Enterobacterales y P aeruginosa
no asi para A baumannii donde se deberia efectuar el método de referencia microdilucién
en caldo.

Nuestro estudio no mostro errores mayores, es decir falsa resistencia, para ninguno
de los tres grupos bacterianos testeados.

Un estudio efectuado en Chile (8) analiza cepas del complejo A. baumannii
previamente interpretadas como resistentes por el método de referencia. Ellos demostraron
que al agregar Tween-80 (0,002%) al caldo Mueller Hinton en la microdilucion, se obtenia
una disminucién en >= a dos diluciones en la CIM, disminuyendo la falsa resistencia del
método de referencia (8). Actualmente la CLSI no incorpora Tween-80 como coadyuvante
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para la determinacion de CIM. Seria de interés efectuar estudios posteriores con mayor
numero de cepas utilizando esta metodologia.

Es importante destacar que la técnica de eluciébn de discos permite al clinico
tener una CIM aproximada, confiable y de bajo costo en forma rapida para dar el mejor
tratamiento antimicrobiano a su paciente.

Finalmente nosotros recomendamos el método de elucién de discos para determinar

susceptibilidad a Colistin en Enterobacterales y P aeruginosa.

REFERENCIAS

1.- Aguayo A, Mella S, Riedel G, Bello H, Dominguez M, Gonzalez-Rocha G. Colistin en la era post-
antibi6tica. Rev. Chilena Infectol 2016; 33: 166-76

2.- Bakthavatchalam Y D, Pragasam A K, Biswas |, Veeraraghavan B. Polimyxin susceptibility testing
interpretative breakpoints and resistance mechanisms: An update. J Glob Antimicrob Resist 2018; 12:
124-36.

3.- Pairel L, Jayol A, Nordmann P. Polymyxins: Antibacterial activity, susceptibility testing and resistance
mechanisms encoded by plasmid or chromosomes. Clin Microbiol Rev 2017; 30: 557-96

4.-LiuYY, Wang Y, Walsh TR, Yi L X, Zhang R, Spencer J, et al. Emergence of plasmid-mediated
colistin resistance mechanism of colistin resistance and their impact on virulence in Acinetobacter
baumannii. Antimicrob Agents Chemother 2014; 58: 518-26.

5.- Clinical and Laboartory Standards Institute (CLSI). M100, 30th Edition, 2020. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing.

6.- Simner P J, Bergman Y, Trejo M, Roberts A A, Marayan R, Tekle T et al. Two-site evaluation of the
colistin broth disk elution test to determine colistin in vitro activity against gramm-negative bacilli. J Clin
Microbiol 2019; 57 (2):e01163-18.

7.- Protocolo para determinacion de Concentracion Inhibitoria Minima por el método de Microdiluciéon.
Aplicacion para determinar la sensibilidad a Colistin. Servicio de Antimicrobianos. Laboratorio Nacional
de Referencia en Antimicrobianos, INEI-ANLIS. “Dr. Carlos Malbran”

8.- Villanueva X, Opazo-Capurro A, Quezada-Aguiluz M, Dominguez M, Bello-Toledo H, Gonzalez-

Rocha G. ;Se debe revisar la determinacion de la CIM de colistin en Acinetobacter baumannii? Rev
Chilena Infectol 2017; 34:413-4.

Produccion cientifica en ciencias biologicas Capitulo 3 “



ANEXOS

Tabla N° 1: Porcentaje de errores presentados en estudio de concordancia entre

método de elucién en discos de colistin y técnica de referencia microdilucion en caldo.

Tipo de aislado n Error muy mayor Error mayor Error total
Enterobacterales 49 1/49=2,0 0/49=0 2,0
P aeruginosa 30 1/30=3,3 0/30=0 3,3
A baumannii 27 3/27 =111 0/27 =0 11,1
TOTAL 106 5/106 = 4,7 0/106 =0 4,7

Metodo elucion en discos de Colistin

Tecnica microdilucién en caldo colistin
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