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DIFUSION: Las polimixnas difunden poco en MHA y tienden a producir halos
de inhibicidbn pequefios independientemente de la concentracion de disco
utilizada (10 pg -50 pg o 300 U) o si se usa COL o polimixina B. La gran
cantidad de errores “very major’ (EVM) que se producen se debe a que no se
puede diferenciar aquellos aislamientos sensibles de los que son resistentes o
no sensibles (CIM > a 2 ug/ml); por lo tanto, cualquier halo de inhibicién
deberia ser confirmado mediante dilucion. No se detecta falsas resistencias
(halos de 6 mm).

PREDIFUSION: Esta metodologia no representa grandes ventajas con
respecto a la difusién debido a que no puede diferenciar aislamientos sensibles

de aquellos resistentes con un valor de CIM cercano a 4 pg/mi.

ETEST: Diversos estudios /resultados se han publicado con respecto a la
correlacion del Etest y la dilucién con las polimixinas. En lineas generales a
medida que aumenta la presencia de aislamientos resistentes a COL
disminuiria la performance del este método (Tabla 1). Segun algunos autores
las tiras de Etest tenderian a producir valores de CIM 1 0 2 diluciones menores
que las obtenidas por dilucion. Por este motivo los aislamientos que por
dilucion presentan valores de CIM de 8 pg/ml o 4 pg/ml (resistentes) darian por

Etest valores de 2 pg/ml (sensibles) produciéndose EVM.



Tabla 1

Autor afo RaCOL EVM | EVMen | CA" | EA® | METODO DE
N (%) RCOL REFERENCIA
Arroyo 2005 115 (19) 1,7 9 98,2 Dilucion caldo
Lo Ten Foe | 2007 102 (42) & ND ND | 72,6 | Dilucién caldo
Tan 2007 172 (31) 4.7 6,6 87 75 | Dilucién agar
Behera 2010 281 (8,5) 1 30 Dilucion caldo
Maalej 2011 150 (17) 0 0 52 33 | Dilucién agar
Lee 2013 213 (6,1) 0 0 99,1 Dilucion agar
Hindler 2013 107 (13) 47 32 91 61 | Dilucién polisorbato
Dafopoulou | 2015 61 (95) 39,3 41 59 |50,8 | Dilucion caldo
Chew 2017 66 (31) 12 ND 92,1 | 75 | Dilucién caldo

&: alto grado de concordancia;

1 CA: concordancia o acuerdo dentro de las mismas categorias de sensibilidad;
2EA: acuerdo esencial, los valores de CIM se encuentran dentro de + 1 log2 de
dilucién entre si.

METODOS AUTOMATIZADOS: Un menor numero de trabajos se han
publicado con respecto a la capacidad de los métodos automatizados para
realizar las pruebas de sensibilidad a COL. También en este tema se observa
una gran variacion de resultados y conclusiones. Como ejemplo de esta
dispersién de resultados un mismo grupo de trabajo ha publicado 2 trabajos
sucesivos, con aislamientos de la misma area geografica y porcentajes de
resistencia a COL similares, donde los EVM encontrados fueron del 0 % y del
40 %. En lineas generales se detecta un mayor numero de errores a medida
gue se incrementa la participacion de aislamientos resistentes en los trabajos.
Bésicamente, los principales problemas hallados se encuentran en la falta de
sensibilidad, pero alta especificidad para la deteccion de la resistencia a COL.
Por lo tanto, si el aislamiento se categoriza como resistente no habria falsa
resistencia y el resultado no deberia ser confirmado, sin embargo, si fuera
detectado como sensible deberia confirmarse mediante dilucion en caldo.
Trabajos mas recientes (2017) mencionan como causa de la mayor cantidad de
EVM a la heteroresistencia presente en aislamientos de Enterobacter spp. En
estos aislamientos heteroresistentes a colistina (HCOL) detectados por
Landman, se observa un comportamiento irregular en la CIM debido a que
crece a mayores concentraciones y deja de crecer a concentraciones menores

(“skip wells” o pocillos saltarines). Estos saltos, poco reproducibles, en el




crecimiento se observan mas frecuentemente entre las concentraciones de
0,12 pg/ml y 8 pg/ml, no solo afectan la capacidad de deteccion de los equipos
automatizados que utilizan concentraciones entre 0,5 pg/ml y 16 pg/ml, sino
que también pueden provocar que la CIM sea No-interpretable si se observan
varios saltos de crecimiento entre las diferentes concentraciones del
antimicrobiano. Por otro lado, Guerin y otros autores determinaron que la
HCOL en Enterobacter spp es “cluster” dependiente. Landman ademas,
advierte que deberia ensayarse un mayor niumero de concentraciones y no
solamente las cercanas al punto de corte para efectuar la prueba de
sensibilidad a COL poniendo en duda también a los métodos rapidos de
deteccion de la resistencia que utilizan solo una concentracion. Sin embargo,
Nordmann en un estudio publicado en 2017 que incluye 7 aislamientos de

Enterobacter spp HCOL, pudo detectarlos a todos.

DILUCION: En el afilo 2016 en un documento conjunto el CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) y el EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) recomiendan solamente la metodologia de
dilucion en caldo (micro y/o macrodilucion) para realizar la prueba de
sensibilidad a colistina (técnica de referencia). Sin embargo, la dilucion en agar
ha demostrado tener una buena correlacion con la dilucién en caldo y permite
ensayar varios aislados simultaneamente y evita el fendmeno de adsorcion de
COL al plastico. Algunos autores proponen agregar polisorbato 80 (Tween 80)
al Mueller-Hinton para evitar la adsorcion de las polimixinas al plastico, pero el
agregado de este compuesto provoca una disminucion en los valores de la
CIM. Actualmente, no se recomienda el uso de Tween 80 en la realizacion de
las pruebas de dilucion. El uso de tubos de vidrio disminuye este fenémeno de

adsorcion.
Precauciones para larealizacion de la CIM

- No usar colistina metanosulfonato (colistina inyectable, por ser una prodroga

inactiva IN Vitro)

- Ajustar el inéculo final a 5x10 *UFC/ml (dilucién 1/100 de escala 0,5 Mc

Farland) para evitar el efecto inéculo.

- Utilizar siempre caldo Mueller-Hinton sin ningun agregado o suplemento.



METODOS RAPIDOS DE DETECCION DE RESISTENCIA A COLISTINA

En 2016 Nordmann publica un método de deteccion rapido de la resistencia a
COL en enterobacterias, evaluando el crecimiento en una solucién glucosada
con el agregado de COL en una concentracion final de 3,75 pg/ml. La
sensibilidad y especificidad de este método, 99,3 % y 95,4 % respectivamente;
permite considerarlo como una buena y rapida alternativa para detectar

resistencia adquirida a COL.

En el afio 2017 en el Hospital de Clinicas “José de San Martin” adaptamos
dicha técnica a reactivos ya utilizados en nuestro laboratorio y ademas
empleamos (a diferencia de Nordmann) el mismo in6culo con el que realizamos

las pruebas de sensibilidad a los demas antimicrobianos.

REACTIVOS Y PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA
RAPIDA

REACTIVOS NECESARIOS
1- Medio base para la fermentacién de hidratos de carbono (Andrade)

Composicion:

Peptona 109
Extracto de carne 39
CINa 59
Indicador de Andrade* 10ml
H-0 csp 1000mi

Esterilizar mediante autoclavel5 minutos a 121°C.

*Indicador de Andrade:

Fucsina acida 0,59
NaOH 1N 16ml
H-0 csp 100ml

Disolver la fucsina en aproximadamente 70 ml de H,0 destilada y agregar 1

espatula de carbono activado. Calentar vy filtrar en caliente. Sobre el filtrado



agregar 16 ml de NaOH. Si luego de varias horas no decolora agregar 1-2 ml
mas de NaOH. Completar con H,0 hasta 100 ml. Conservar en frasco color

caramelo en heladera.
2- Solucién de stock de glucosa

Se prepara al 10 % en H,0 destilada estéril y se adiciona 1 ml de cloroformo
(esterilizacion) cada 10 ml de solucién. Se dejan 5 dias en reposo antes de

usar. Conservar a T. ambiente.
3- Solucién stock de colistina

Pesar 5 mg de sulfato de colistina y disolver en 5 ml de H,0 destilada (1000
png/ml). Conservar a -20 °C (freezer)

4- Tubos para prueba rapida de deteccién de resistencia a colistina

Por cada 20 ml de caldo andrade se agregan 2 ml de solucion stock de

glucosa. Esta se subdivide en dos alicuotas de 10 ml cada una.
Se fracciona 0,5 ml en cada tubo (20 test)
a- Tubo Testigo: Se agrega 30 ul de H,0 destilada.

b- Tubo Prueba: Se agrega 30 ul de solucién stock COL (concentracion final
de COL: 3 pg/ml).

c- Tubo Control Positivo: Idem Tubo Prueba, pero se inocula con 30 pl de un
aislamiento con resistencia a colistina, confirmada mediante sensibilidad por
dilucion.

PROCEDIMIENTO

Se prepara un inéculo del aislado a investigar con una turbidez equivalente al
tubo 0,5 de Mac Farland. Se inoculan 30 ul de dicha suspension al Tubo

Testigo y al Tubo Prueba. Se incuba 3 horas a 37°C

Siempre se debe utilizar un Tubo Testigo, un Tubo Prueba y un Tubo Control
Positivo.

Especies de la Tribu Proteae (resistentes naturalmente a COL) no se
recomiendan como control positivo porque necesitan mayor tiempo de
incubacion (méas de 5 horas) para dar la reaccién positiva.



Interpretacion de resultados
La interpretacion de los resultados se observan en la tabla 2 y figura 1

Tubo Testigo: fucsia indica crecimiento del microorganismo en la solucion de
Andrade sin COL, evidenciado por la fermentacion de la glucosa que provoca
viraje del indicador(de incoloro pasa a fucsia).

Tubo Testigo y Tubo Prueba: Ambos fucsia, se corresponde con un
aislamiento resistente a COL.

Tubo Testigo fucsia y Tubo Prueba: Incoloro, se corresponde con un
aislamiento sensible a COL

Tubo Testigo incoloro, independientemente del color observado en el Tubo
Prueba indica no crecimiento del aislamiento y la prueba deberia ser
reevaluada.

Tabla 2
Aislamiento Resultado
Tubo Prueba Tubo Testigo
Sensible fucsia incoloro
Resistente fucsia fucsia
Control positivo Fucsia fucsia
Figura 1

Resultados obtenidos



Hasta el momento se evaluaron 135 enterobacterias (98 sensibles y 35

resistentes) con los siguientes resultados:

SENSIBILIDAD: 94,5 % y ESPECIFICIDAD: 100 %

Tabla 3: Resultados obtenidos Hospital de Clinicas.

Aislamientos Ne PruebaRéapida (+) Prueba Rapida (-)
Sensibles CIM < 2 ug/ml 98 98
Resistentes CIM 4 ug/ml 4 2 24

CIM 8 pg/ml 6 6

CIM 216 pg/ml 25 25

&: 2 aislamientos de Escherichia coli

CONCLUSIONES E INTERROGANTES

Un aislamiento resistente no deberia ser confirmado ya que el problema
de la mayoria de los métodos no es la especificidad (Falsas resistencias)

En cambio, un aislamiento sensible si deberia ser confirmado mediante
dilucion en caldo (micro o macro-meétodo) cuando este antimicrobiano
sea utilizado en un paciente.

Los métodos rapidos muestran, hasta el momento segun nuestra
experiencia, buenos resultados para el ensayo de sensibilidad a COL.

Deberia investigarse la presencia de la HCOL en Enterobacter spp en
los aislados recuperados en Argentina.
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