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COLTEST BRITANIA

uso
Medio de cultivo diferencial que permite evaluar cualitativamente la
sensibilidad a colistina en bacilos Gram negativos.

FUNDAMENTO

COLTEST BRITANIA es una prueba de sensibilidad a colistina basada en
la dilucién en agar, utilizando una Unica concentracién de colistina cono-
cida como “punto de ruptura’, segtn lineamientos del Clinical Laboratory
Standard Institute —~CLSI- (3). Brevemente, de acuerdo a lineamientos del
CLSI (3), para las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos pueden
utilizarse métodos de dilucién en caldo o agar (e}, COLTEST BRITANIA)
para medir cuantitativamente la actividad in vitro de un agente antimicro-
biano contra un aislado bacteriano dado. Para realizar dichas pruebas,
segun este estandar (3), se prepara una serie de tubos o placas con un
caldo o medio de agar Mueller-Hinton, respectivamente, al que se afiaden
diversas concentraciones de los agentes antimicrobianos. Los tubos o
placas se inoculan a continuacién con una suspensién estandarizada del
organismo de ensayo. Después de la incubacién a 35 = 2 °C, se exami-
nan los ensayos y se determina la concentracién inhibitoria minima (CIM).
La CIM se ha determinado histéricamente utilizando concentraciones de-
rivadas tradicionalmente de diluciones en serie dos, indexadas a la base
logaritmica de 2 (por ejemplo, 1,2, 4, 8, 16 ug/mL). Segun la normativa
del CLSI (3), el nimero de concentraciones ensayadas es decision del
laboratorio. En sus lineamientos establece que pueden utilizarse otros
esquemas de dilucién, incluyendo el uso de una concentracién o “punto
de ruptura’, siempre que dicha concentracién abarque los puntos de corte
interpretativos (o las categorias definidas por ellos) proporcionados en
los documentos supletorios M100 (4) para el antimicrobiano ensayado y
que permita que al menos un organismo de control de calidad presente
valores en escala de la concentracién seleccionada. Los puntos de corte
de colistina vigentes, segun la normativa del CLSI (4), coincidentes con
los del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing —EU-
CAST- (5) de aplicacién para Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa
(CLSI) o Pseudomonas spp. (EUCAST) y Acinetobacter baumannii
(CLSI) o Acinetobacter spp. (EUCAST) son:

« sensible menor o igual a 2.0 pg/mL

« resistente mayor o igual a 4.0 pg/mL

COLTEST BRITANIA utiliza una Gnica concentracién de colistina en el
“punto de ruptura” (o sea, 3.0 ug/mL), entre las dos diluciones en serie
dos, indexadas a la base logaritmica de 2 (es decir, 2.0 ug/mL y 4.0
pg/mL), que definen las dos categorfas de interpretacién posibles, de
sensible y resistente, respectivamente. Un aislado bacteriano dado con
una CIM de colistina dentro de la categoria de sensible (es decir, CIM
menor o igual a 2.0 pg/mL) no presentara desarrollo o desarrollara 1
colonia en una placa de Mueller-Hinton Agar con el afadido de una
concentracién de colistina equivalente a los 3.0 ug /ml (COLTEST
BRITANIA). Un aislado bacteriano dado con una CIM de colistina dentro
de la categoria de resistente (es decir, CIM mayor o igual a 4.0 pg/mL)
presentara desarrollo de 2 o més colonias en la placa de Mueller-Hinton
Agar con el afiadido de una concentracién de colistina equivalente a los
3.0 pg/mL (COLTEST BRITANIA). Los inéculos pueden aplicarse a las
superficies de agar utilizando un aparato de replicacién de inéculos capaz
de transferir miltiples indculos a cada placa o de manera manual, segin
se proceda.

El método de dilucién en agar para determinar la susceptibilidad anti -
microbiana es una técnica bien establecida (6). Recientemente, ha sido
sugerido que la dilucién de agar podrfa evitar el problema de “pegado” de
moléculas policatiénicas como colistina a materiales poliestirénicos como
los que componen las microplacas utilizadas en la técnica de referencia
de microdilucién, por lo tanto, proveerfa informacién mas confiable de la
sensibilidad a colistina de un aislado bacteriano, en especial para resis
tencias de bajo nivel (7). En concordancia, algunos estudios sugieren
que la dilucién en agar podrfa detectar mas facilmente la resistencia a la
colistina en P. aeruginosa (8, 9), aunque es aln tema de debate ya que
otros estudios sélo han demostrado equivalencia entre la dilucién en agar
y la microdilucién en caldo (10-12).

CONTENIDO Y COMPOSICION:
REF B2327131: COLTEST BRITANIA: 1 envase por 10 placas

MATERIALES NECESARIOS NO PROVISTOS

Equipos y material de laboratorio, microorganismos para control de
calidad, reactivos y medios de cultivo adicionales segtn el requerimiento
para realizar la prueba de sensibilidad a los antimicrobianos por el método
de difusién con discos.

INSTRUCCIONES
Producto listo para usar
Almacenamiento entre 2°y 8°C.

PROCEDIMIENTO

Previo al uso eliminar la humedad que pudiera existir en la superficie del
medio de cultivo, ya sea mediante secado a 33-37 °C o bajo flujo laminar
durante 10 - 30 minutos.

Muestra:

El ensayo se realiza a partir de cultivos monomicrobianos frescos de las
cepas en estudio.

Las cepas a partir de las cuales se realiza el test deben estar como culti-
vos puros en placas de Sangre Agar, de CLDE Medio, de Mueller-Hinton
Agar, de Agar cromogénico, o de Agar Chocolate con 18 a 24 horas de
incubacién.

Inoculacién:

A partir de cada aislamiento bacteriano, asépticamente con ansa o
hisopo estéril tomar entre 3 a 5 colonias y resuspenderlas en un tubo que
contiene entre 3 a 5 ml de solucién fisiolégica estéril hasta lograr una
turbidez a la equivalente del tubo 0.5 de la escala de Mc Farland.
Mediante el uso de hisopo estéril, absorber la suspensién bacteriana y
eliminar el exceso de liquido oprimiendo la punta del hisopo contra la
pared del tubo por arriba del mefisco del liquido.

Depositar directamente el contenido del hisopo en la superficie del
COLTEST BRITANIA, abarcando una superficie del agar de aproxima-
damente 1.5 — 2.0 cm de largo por igual ancho (4rea aprox. de 2 cm?2).
Hisopar el area mencionada en una sola direccién una Unica vez.

Una vez inoculadas las placas, dejarlas secar entre 3 a 5 minutos para
absorber el liquido.

Notas:

- Lainterpretacion de resultados es apropiada cuando cada cepa se
inocula abarcando una superficie de agar descripta e hisopando el
microorganismo en una sola direccién una Unica vez (evitando superponer
el inéculo). Distribuir el inéculo bacteriano en una superficie menor podria
evitar la completa descarga del inéculo embebido en el hisopo, pudiendo
producir un resultado falso sensible. Hisopar una superficie mayor, no se
traduciria en un cambio de la interpretacién de la categorfa de un aislado
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bacteriano evaluado, pero podrfa dispersar las unidades formadoras de
colonias, generando involuntariamente un crecimiento semi-confluente.
Un crecimiento semi-confluente se presenta naturalmente en cepas con
resistencia de naturaleza heterogénea, donde el rasgo resistente no es
expresado por toda la poblacién bacteriana. Si bien a los fines clinicos en
estos aislados hetero-resistentes se debe evitar el uso de colistina (23),
presentando por ende el mismo manejo terapéutico que aquellos ho-
mo-resistentes, este fenotipo suele asociarse a aislados bacterianos con
exposicion previa a la colistina o son rasgos propios de algunas especies
bacterianas, como Salmonella spp. Esta informacién puede resultar muy
util para el control de infecciones ya que la recuperacién de una cepa con
resistencia heterogénea a colistina de un paciente sin exposicion previa a
este antibidtico podria sugerir una via de adquisicion desde otro paciente
previamente tratado con colistina. Por ese motivo, se debe evitar hisopar
superficies mayores a las sugeridas a fin de no generar de manera artifi-
cial un crecimiento semi-confluente.

- Una misma placa permite inocular hasta 4 cepas simultdneamente,
teniendo la precaucién que el medio de cultivo esté seco, la inoculacién
de cada cepa sea prolija y sin salpicaduras para evitar la contaminacién
cruzada entre cepas. Véase el siguiente esquema:

CEPA1 CEPA 2

CEPA3 CEPA 4

Incubacién: las placas se incuban en aerobiosis, a 33-37 °C, durante
18-24 horas.

Importante: si se observa desarrollo microbiano previo a las 24 hs, podré
reportarse el aislado como resistente a colistina. En cambio, si no se
observa desarrollo microbiano previo a las 24 horas, dejar incubando las
placas hasta 24 horas para efectuar la lectura y reporte de resultados.
Véase la seccién Limitaciones.

Lectura de resultados:
Se observa el desarrollo microbiano con luz incidente, a ojo desnudo.

Interpretacién de los resultados:

Enterobacterales y Acinetobacter spp.:

- Crecimiento negativo: sin desarrollo bacteriano o desarrollo de 1
colonia en COLTEST BRITANIA: Interpretacién: Sensibilidad a colistina.
- Crecimiento positivo: desarrollo de 2 0 méas colonias en COLTEST
BRITANIA: Interpretacion: Resistente a colistina.

Pseudomonas spp.:

- Crecimiento negativo: sin desarrollo bacteriano o desarrollo de 1
colonia en COLTEST BRITANIA: Interpretacién: Sensibilidad a colistina.
- Crecimiento positivo: desarrollo de 2 0 més colonias en COLTEST
BRITANIA: Interpretacién: confirmar el aislamiento con un método de
dilucién para determinar el valor real de CIM en caldo y asi poder
categorizar el aislamiento como sensible o resistente.

CONTROL DE CALIDAD

Se sugiere realizar el control de calidad a cada lote de COLTEST BRI-
TANIA una vez que se adquiere y también en el tiempo con determinada
frecuencia, ya que asi se evalla la calidad de las placas (incluida su
conservacion) y la metodologfa utilizada. Emplear las cepas para control
de calidad detalladas a continuacién, junto con los resultados esperados.
Estas cepas para control de calidad forman parte de la coleccién de
cepas del American Type Culture Collection (ATCC) y del Servicio de
Antimicrobianos del Instituto Malbrén.

Resultado
en COLTEST

Microorganismo Coleccién CIM colistina PCR gen

(microdilucién) mer

ATCC 25922 05— 2.0 pg/mL* Sin desarrollo
bacteriano

o 1 colonia

Escherichia coli Negativo

Malbran NI 19736 Desarrollo
bacteriano
(2 0o més

colonias)

Escherichia coli 8 ug/mL'"® Positivo

Malbran NI identificacion de la cepa en el Servicio de Antimicrobianos del Instituto Malbran.

LIMITACIONES

-Es de fundamental importancia tener en cuenta que este método
solamente tiene valor si se respeta el tamafo del inéculo utilizado (en
escala 0,6 de Mc Farland), hisopando el microorganismo en una sola
direccién una Unica vez, y se siembra hasta la cantidad recomendada de 4
(cuatro) aislados bacterianos a fin de evitar salpicaduras y contaminacién
cruzada entre cepas.

-Una vez incubada, la placa debe ser descartada, no se puede reutilizar
ya que la re-incubacién podria reducir la concentracién de colistina en la
placa.

-El desarrollo microbiano puede ser colonias aisladas puntiformes o de
mayor tamafo, crecimiento en forma de pétina o crecimiento masivo.

-Si bien la lectura de resultados puede ser entre 18 a 24 horas de
incubacién, todo informe de resultados “sensible a la colistina” debe
corresponder a la lectura realizada a las 24 horas de incubacién y no
previamente. No informar resultados sensibles a colistina a tiemposde
incubacién menores de 24 horas.

-El crecimiento de una sola colonia en COLTEST BRITANIA puede ocurrir
con cierta regularidad en cepas salvajes (sin resistencia adquirida a la
colistina pre-existente) debido a una emergencia “de novo” al exponer la
cepa a la colistina, y no a una pérdida o heterogeneidad de la concentracién
de colistina de la placa. La causa principal es por trabajar con inéculos
microbianos en el limite superior del rango o con franco exceso de tamafo.
Debido a esto, el criterio de interpretacién sensible a colistina es el
desarrollo de hasta 1 colonia microbiana.

-Para las cepas de Pseudomonas spp. se modificé el punto de corte
(EUCAST 2022), siendo sensible menor o igual a 4 ug/mL y resistente
mayor a 4 ug/mL. Debido a esto, para todo crecimiento microbiano de

2 0 més colonias es necesario realizar CIM para poder categorizar el
aislamiento como sensible o resistente.

NOTA: Si la CIM se hace por microdilucién en caldo, el alcance es para
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todas las especies de Pseudomonas spp. Si en cambio se utiliza el
protocolo de elucién de discos de CLSI (Tabla 3D, CLSI 2022) o el
equivalente modificado por LNR (htpp://antimicrobianos.com.ar/
ATB/wp-content/uploads/2017/09/Protocolo-Met-de-Elucién-de-
Discos-de-COL-versién3-Nov2017.pdf), sélo aplica a P. aeruginosa.

PRECAUCIONES

- Producto no clasificado como peligroso.

- Solamente para uso diagnéstico in vitro. Uso profesional exclusivo.

- No utilizar el producto si al recibirlo su envase esta abierto o dafado.
Las placas no deben presentar rajaduras, el medio de cultivo no debe
presentar grietas o estrias.

- No utilizar el producto si existen signos de contaminacién o deterioro,
asi como tampoco si ha expirado su fecha de vencimiento.

- Utilizar guantes y ropa protectora cuando se manipula el producto.

- El medio de cultivo en las mismas debe ser &mbar claro, ligeramente
opalescente, de aspecto homogéneo y espesor uniforme.

- Considerar las muestras como potencialmente infecciosas y manipular
las apropiadamente siguiendo las normas de bioseguridad establecidas_
por el laboratorio.

- Las caracteristicas del producto pueden alterarse si no se conserva
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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