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Monodiscos IVD

Para la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por difu-
sién en agar.

INTRODUCCION

La susceptibilidad bacteriana a los antimicrobianos puede medirse in
vitro utilizando los principios de la difusién en agar, mediante el uso
de discos de papel impregnados con soluciones de distintos antimi-
crobianos.

USO AL QUE ESTA DESTINADO

Prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos por difusién en
agar.

FUNDAMENTO

El fundamento de esta técnica (Bauer y Kirby) se basa en la obten-
cién de halos de inhibicién que se correlacionan con la concentra-
cion inhibitoria minima (CIM) y el comportamiento clinico de las
cepas bacterianas como: "Sensibles", "Intermedios" y "Resistentes".
Por lo tanto si se desean resultados confiables, los detalles técnicos
deben ser cuidadosamente normatizados y controlados. De acuerdo
con los informes de la 0.M.S. y C.L.S.I.

ELEMENTOS DEL SITEMA

Provisto

e Discos de 6 mm de didametro impregnados con distintos antimi-
crobianos. Los discos de Brizuela-Lab. vienen impresos de ambas
caras, con indicaciéon de potencia y siglas. Ver Listado.

No provisto

e Agar Mueller Hinton.

e Caldo Tripto Soya.

e Patrén de turbidez.

e Cepas patrones.

MATERIAL REQUERIDO
Provisto

e Regla calibre.

No provisto

e Ansa.

e Mechero.

Estufa de cultivo.
Tubos estériles.
Hisopos estériles.
Pinza.

Placas de petri.

ESTABILIDAD Y CONSERVACION

Los elementos del sistema provistos son estables hasta la fecha de
vencimiento indicada en el envase, mantenidos por debajo de —20°C
y en su envase original. La cantidad necesaria para el trabajo diario
puede mantenerse a 0-10°C por una semana.

PROCEDIMIENTO

DISCOS

No utilizar mas de 5 discos por placas, separados a una distancia
minima de 2,4 cm. y alejados del borde de la placa a mas de 1 cm.

La conservacién de los mismos es muy importante para obtener un
resultado confiable. Se deberan conservar a la temperatura que
indique el envase y previamente se deben dejar que tomen tempe-
ratura ambiente durante 1 é 2 horas, para evitar la condensacion
que pueda ocurrir. No se deberd usar discos cuyo vencimiento haya
expirado.

MEDIO DE CULTIVO

Se deberd usar agar Mueller Hinton, pues este medio proporciona
una buena reproductibilidad lote a lote, es pobre en contenido de
inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclinas. Ademas,
brinda crecimiento satisfactorio para muchos patégenos. El conte-

nido excesivo de timidina, puede causar la obtencion de halos de
inhibicion menores, cuando se ensaya con Trimetoprima.

Para evaluar el contenido de timidina en un lote de agar Mueller
Hinton se puede usar una cepa control de S. faecalis ATCC 29212,
con discos de Trimetoprima. Medios con contenido satisfactorio de
timidina, daran zonas claras de inhibicion mayor a 24 mm.

El pH del medio debera estar entre 7,2 - 7,4 (25°C).

INOCULO

La suspension de gérmenes que habrd de utilizarse para la realiza-
cion de la prueba deberd provenir de cultivos monomicrobianos.
Para la correcta preparacion del indculo se debera comparar con un
patron de turbidez el cual se prepara mezclando 0.5 ml de una
solucion de Cl,Ba (48 mmol/L) y 99,5 ml de una solucién de H,SO,
(180 mmol/L). Este patron de turbidez puede fraccionarse en tubos,
similares a los que se utilizaran para la preparacion del indculo, se
cerraran perfectamente y se deberan conservar refrigerado durante
un periodo de 6 meses. Al ser utilizado debera agitarse antes de
proceder a la comparacién.

Para la preparacion del indculo se tomaran 4 6 5 colonias del ger-
men en estudio y se suspenderan en una porcién de caldo Tripto
Soya, hasta lograr una turbidez, a ojo desnudo, comparable al
patrén de turbidez. En caso de obtener una suspension con turbidez
menor al patrén se podrd incubar a 37°C, durante algunas horas,
hasta igualar a la turbidez del patrén.

En caso de que el indculo sea de concentracién menor a la referida
se obtendran halos mayores y viceversa.

PREPARACION DE LAS PLACAS

La altura de la capa de agar debera ser de 4 mm aproximadamente.
Una vez colocado el agar en las placas, se taparan, se dejara solidifi-
car el agar y se procedera al secado de las mismas para retirar el
exceso de humedad, para lo cual se colocaran invertidas en estufa a
37°C, durante 10 a 30 minutos.

Pueden conservarse durante 7 dias refrigeradas, teniendo la pre-
caucién de evitar la evaporacion.

INOCULACION DE LAS PLACAS

Existen varias técnicas estandarizadas para la aplicacion del inéculo,
pero la mas sencilla es por escobilladura, para lo cual se embebe un
hisopo estéril en la suspension previamente preparada, se elimina el
exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared del tubo y
se aplica sobre la superficie de la placa efectuando un barrido en por
lo menos tres direcciones, girando el hisopo en cada direccién.

APLICACION DE LOS DISCOS

Aplicar los discos con la ayuda de una pinza estéril ejerciendo una
ligera presion sobre la superficie del medio. Debido a la rapida
difusién del antimicrobiano, no se deberd mover el disco una vez
colocado en la placa.

INCUBACION DE LAS PLACAS

Antes de los 15 minutos de aplicados los discos, se debera comenzar
la incubacién a 35-372C, durante 18 a 24 horas.

LECTURA DE LOS DIAMETROS

Luego de la incubacidn de las placas se procedera a la lectura de los
halos de inhibicién, con la ayuda de un calibre o regla se medira el
didametro de la zona de inhibicién completa.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

De acuerdo a los diametros obtenidos se informaran como Sensi-
bles, Intermedios o Resistentes, seglin corresponda, basado en las
tablas publicadas en el C.L.S.l. M100 Performance Standard for
Antimicrobial Susceptibility Testing, 30th Edition.
https://clsi.org/standards/products/free-resources/access-our-
free-resources/

LIMITACIONES Y CUIDADOS

Si los discos no se mantienen dentro del rango de temperatura,
indicado en el envase, y no se protegen adecuadamente de la hu-
medad, pueden inutilizarse, arrojando resultados falsos resistentes.
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No utilizar discos cuyo vencimiento haya expirado.

Utilizar sélo medio de cultivo Mueller Hinton, ajustando su pH y
controlando la concentracidn de timidina. El uso de otros medios
de cultivo pueden inducir a error.

El espesor de la capa de agar deberd ajustarse a 4 mm. Una capa
demasiado delgada, producira halos de inhibicion mas amplios y
viceversa.

La turbidez del inéculo se deberda estandarizar correctamente,
pues un indculo de menor turbidez determinara halos de inhibi-
cidén mas grandes y viceversa.

CONTROL DE CALIDAD

Cuando puedan existir dudas acerca de los resultados obtenidos en
los ensayos de rutina, pueden efectuarse pruebas con cepas de
referencia. Los resultados obtenidos deberan estar comprendidos
dentro de los rangos que correspondan a dichas cepas. Las cepas
patrones son las siguientes:

Escherichia coli ATCC 25922 - Staphylococcus aureus ATCC 25923 -

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia coli ATCC 35218.
Esta Gltima se deberd ensayar con los discos que poseen combina-
ciones de betalactamicos e inhibidores de betalactamasas.

Cédigo
B01150
B01190
B01153
B01155
B01156
B01160
B01167
B01161
B01168
B01180
B01173
B01171
B01169
B01170
B01176
B01179
B01172
B01174
BO1175
B01178
B01200
B01205
B01210
B01221
B01225
B01233
B01230
B01235
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PRESENTACION

Envases x 50 discos.
Ver Listado de Monodiscos: www.brizuela-lab.com.ar

Producto elaborado por Laboratorios W. Brizuela S.A.
Av. Figueroa Alcorta 123/139- 5000 Cérdoba (Argentina).
info@brizuela-lab.com.ar

Producto Autorizado ANMAT Disp. N2 6341/8048.
Director Técnico: Marcelo Brizuela.

Antimicrobiano

AMICACINA (30 UG) X 50 U.

AC. NALIDIXICO (30 UG) X 50 U.
AMOXIC.-CLAVULANICO (20-10 UG) X 50 U.
AMPICILINA (10 UG) X 50 U.
AMPICILINA-SULBAC (10-10 UG) X 50 U.
CEFALOTINA (30 UG) X 50 U.

CEFTAZIDIMA (30 UG) X 50 U.
CEFTAZIDIMA/CLAVULANICO(30/10UG) X 50 U
CEFTRIAXONA (30 UG) X 50 U.

CEFUROXIMA (30 UG) X 50 U
CIPROFLOXACINA (5 UG) X 50 U.
CLINDAMICINA (2 UG) X 50 U.
CLORANFENICOL (30 UG) X 50 U.

COLISTINA (10 UG) X 50 U.

ERITROMICINA (15 UG) X 50 U.
ESTREPTOMICINA ALT.CARGA (300 UG) X 50 U
FOSFOMICINA (200UG) X 50 U
FOSFOMICINA (50 UG) X 50 U.
GENTAMICINA (10 UG) X 50 U.
GENTAMICINA ALTA CARGA(120 UG) X 50 U.
NITROFURANTOINA (300 UG) X 50 U.
NORFLOXACINA (10 UG) X 50 U.

PENICILINA (10 U) X 50 U.
PIPERACILINA.-TAZOB (100-10 UG) X 50 U.
RIFAMPICINA (5 UG) X 50 U.

TETRACICLINA (30 UG) X 50 U.
TRIMETO-SULFA (1.25/23.75 UG) X 50 U.
VANCOMICINA (30 UG) X 50 U.
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