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B1241627

Monodiscos de Acido

Boronico 300 ug

uso

Discos empleados para la deteccién fenotipica de enzimas beta-
lactamasas tipo AmpC y carbapenemasas de clase A de Ambler
(que fueran recientemente reclasificadas como pertenecientes al
grupo funcional 2f segtin K.Bush) mediante la prueba de sensibili-
dad a los antimicrobianos.

FUNDAMENTO

La produccién de enzimas betalactamasas es el principal meca-
nismo de resistencia a los antibiéticos betalactdmicos en bacilos
Gram negativos.

Las betalactactamasas tipo AmpC pertenecen al grupo 1 segun
la clasificacién de Bush et al (clase C de Ambler). Son cefalospo-
rinasas pobremente inhibidas por &cido clavulanico y sulbactam,
pero son inhibidas de manera especifica y reversible por el 4cido
borénico.

Estas enzimas son de importancia clinica porque confieren resis-
tencia a una variedad de antibiéticos betalactdmicos incluyendo las
aminopenicilinas, aminopenicilinas/inhibidor, cefalosporinas de pri-
mera generacién y cefamicinas. Ademas, cuando son producidas
en alta cantidad (hiperproduccién), también confieren resistencia a
las oxiiminocefalosporinas (cefalosporinas de tercera generacion).
Ciertas enterobacterias, tales como Enterobacter cloacae, Ente-
robacter aerogenes, Citrobacter freundii, Morganella morga-
nii y Providencia spp. naturalmente expresan en forma inducible
estas enzimas las cuales estén codificadas a nivel cromosémico.
A fines de la década de 1980 se reporté la existencia de betalac-
tamasas tipo AmpC plasmidicas en otras enterobacterias, como
ser Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis
y Salmonella spp.

Aunque la resistencia a las cefamicinas (cefoxitina) en bacterias
que no poseen betalactamasa AmpC cromosémica, puede sugerir
la presencia de betalactamasa tipo AmpC plasmidica, también pue-
de deberse a una reduccién en la permeabilidad de la membrana
externa. Asimismo, la resistencia a cefalosporinas de tercera ge-
neracién podria estar relacionada a la hiperproduccién de AmpC o
a la presencia de enzimas betalactamasas de espectro extendido
(BLEE). Cada uno de estos posibles mecanismos tiene distintas

implicancias terapéuticas y epidemiolégicas.

La familia de las betalactamasas de tipo KPC (Klebsiella pneu-
moniae carbapenemasa) incluye en la actualidad 10 miembros.
Esta familia de enzimas ha sido reconocida como la més extrema
de las carbapenemasas descriptas y que posee capacidad hidroliti-
ca sobre penicilinas, cefalosporinas, monobactames y carbapene-
mes pero también sobre cefamicinas (cefoxitina) e inhibidores de
betalactamasas (sulbactama, tazobactama, clavulanico).

A la fecha, KPC ha sido informada principalmente en Klebsiella
pneumoniae pero se ha descripto ademés en Escherichia co-
li, Serratia marcescens, Citrobacter spp., Enterobacter spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Acinetobac-
ter spp., etc.

El uso de los discos de Acido Borénico 300 ug constituye un mé-
todo fenotipico, rapido, préctico y simple, para detectar microorga-
nismos que poseen estas enzimas y es de enorme utilidad tanto en
estudios de vigilancia como para el control de infecciones y evitar
asf la ocurrencia de brotes nosocomiales.

CONTENIDO Y COMPOSICION
Cédigo B1241627: envase x 50 discos.
Discos impregnados con Acido Borénico 300 ug.

INSTRUCCIONES
Producto listo para usar.

ALMACENAMIENTO
Entre -20 y 0°C.
Alternativamente a 2-8 °C durante 7 dias.

PROCEDIMIENTO
Se realiza la “Doble difusion de Discos”

Siembra

- Mediante la técnica de hisopado en superficie, inocular el microor-
ganismo en estudio en una placa de Mueller Hinton Agar.
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Para la deteccién de betalactactamasas tipo AmpC:

- Colocar un disco de Cefoxitina 30 ug y un disco de Acido Boréni-
co 300 ug, separados por una distancia aproximada de 20 mm de
centro a centro.

- Colocar un disco de Cefotaxima 30 ug y un disco de Acido Bo-
rénico 300 ug, a una distancia aproximada de 20 mm de centro a
centro, contrapuesto al disco de Cefoxitina.

Para la deteccién de carbapenemasas de clase A de Ambler (beta-
lactamasas de tipo KPC, Sme, IMI/NMC-A):

De acuerdo a lo sugerido por el “Programa de Control de Calidad
en Bacteriologia” (Boletn de la Asociacién Argentina de Microbio-
logia N° 190) se propone considerar como sospechosas de poseer
carbapenemasas a todas las cepas con halo de inhibicién a carba-
penemes dentro de la categorfa “no sensible” (intermedio o resis-
tente). Ello se corresponderia con halos < 22 mm para Imipenem.
Pasteran F. y cols recomiendan utilizar la prueba de deteccién de
carbapenemasas en forma similar a la recomendada por Yagi et al
para la AmpC plasmidica, con la diferencia que se observa que el
sinergismo de la zona inhibitoria o “efecto huevo” se observa alre-
dedor del disco de carbapenem. Los mejores resultados los obtuvo
cuando los discos se colocaron a 20 mm de centro a centro.

- Colocar un disco de Imipenem 10 ug y un disco de Acido Boréni-
co 300 ug, separados por una distancia aproximada de 20 mm de
centro a centro.

- Colocar un disco de Meropenem 10 ug y un disco de Acido Bo-
rénico 300 ug, a una distancia aproximada de 20 mm de centro a
centro, contrapuesto al disco de Imipenem.

Incubacion
En aerobiosis, a 35-37 °C durante 20-24 horas.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Observacién del halo de inhibicién del desarrollo microbiano:

Presencia de enzimas betalactamasas tipo AmpC: agranda-
miento o deformacién de la zona de inhibicién del desarrollo alre-
dedor de uno o de los dos discos de antibidtico betalactdmico hacia
el disco de Acido Borénico (a este fenémeno de agrandamiento, se
lo llama comuinmente “Efecto Huevo”).

Ausencia de enzimas betalactamasas tipo AmpC: no se en-
cuentran alteraciones ni deformaciones en la zona de inhibicion del
desarrollo alrededor de los discos de los antibidticos betalactami-
cos hacia el disco de Acido Borénico

Presencia de enzimas betalactamasas tipo KPC: agrandamien-
to o deformacién de la zona de inhibicién del desarrollo alrededor
de uno o de los dos discos de carbapenemes hacia el disco de
Acido Borénico (a este fenémeno de agrandamiento, se lo llama
cominmente “Efecto Huevo”).

Ausencia de enzimas betalactamasas tipo KPC: no se encuen-
tran alteraciones ni deformaciones en la zona de inhibicién del de-
sarrollo alrededor de los discos de carbapenemes hacia el disco de
Acido Borénico.

CONTROL DE CALIDAD

Se utilizan como controles positivos cepas clinicas de Proteus y
Klebsiella pneumoniae confirmadas por biologia molecular como
productoras de enzimas betalactamasas tipo AmpC y KPC repec-
tivamente y como control negativo la cepa Escherichia coli ATCC
256922

MICROORGANISMOS PRESENCIA DE BETALACTAMASAS

TIPO AMPC O KPC

Proteus mirabilis productores
de AmpC Positivo

Klebsiella pneumoniae

productores de KPC Positivo

Escherichia coli

ATCC 25922 Negativo

CONTROL DE ESTERILIDAD

Medio sin inocular

RESULTADO

Sin cambios

LIMITACIONES

- Utilizar el medio de cultivo Mueller Hinton Agar en placas, con
valor de pH 7,2-7,4 y espesor 4 mm. Si el espesor es diferente de 4
mm se obtendran halos mayores o menores segun el caso.

- Trabajar con cultivo puro del microorganismo en estudio.

- Luego de aplicar los discos, ejercer ligera presién sobre los mis-
mos para lograr el buen contacto con el agar. Transcurridos 15 mi-
nutos de la aplicacién de los discos, incubar las placas.

- Es fundamental la distancia de colocacién de los discos para una
correcta interpretacion de los resultados.

- Las cepas salvajes de Pseudomonas aeruginosa presentan resul-
tados positivos. No se recomienda el uso del disco de 4cido boréni-
co en aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa.

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS

Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de
calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales segun requeri-
miento.

HOJA2DE3




- - A
Britania

Monodiscos de Acido Borénico 300 ug

PRECAUCIONES

- Solamente para uso diagndstico in vitro. Uso profesional exclu-
sivo.

- No utilizar el producto si al recibirlo su envase esté abierto o da-
fado.

- No utilizar el producto si existen signos de contaminacién o dete-
rioro, asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.
-Dejar que los envases conteniendo el producto alcancen la tempe-
ratura ambiente antes de abrirlos.

- Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el produc-
to.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y ma-
nipularlas apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad
establecidas por el laboratorio.

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se conser-
va apropiadamente.

- Descartar el producto que no ha sido utilizado y los desechos del
mismo segun reglamentaciones vigentes.
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INDICACIONES AL CONSUMIDOR
Utilizar el producto hasta su fecha de vencimiento.
Conservar el producto segun las indicaciones del rétulo
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