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USO PREVISTO

BBL CHROMagar 0157 es un medio selectivo para el aislamiento, la diferenciacién y la
identificacion presuntiva de Escherichia coli 0157:H7 a partir de muestras clinicas, alimentarias,
veterinarias y ambientales.

BBL CHROMagar 0157 ha sido validado por el AOAC Research Institute bajo el programa de
Performance Tested Methods®" para el anélisis de carne bovina picada cruda y DE sidra de
manzana sin pasteurizar, cuando se utilizan los métodos FDA BAM, USDA FSIS e ISO™3,

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Método microbiolégico.

E. coli 0157:H7 es el patdégeno que se aisla con mas frecuencia en heces sanguinolentas™®.
Sin embargo, la ausencia de diarrea con sangre no descarta la presencia de E. coli 0157:H7".
Este serotipo causa una gran variedad de enfermedades que van de la diarrea no hemorragica
leve a la diarrea hemorragica intensa (colitis hemolitica), el sindrome urémico hemolitico e
incluso la muerte*®. E. coli 0157:H7 se aisla con mas frecuencia que algunos otros patégenos
entéricos habituales, especialmente la Shigella en muchas zonas y grupos de edades. Por lo
general, la transmision se produce por la ingestién de carne bovina cruda o poco cocida, pero
también ha tenido lugar con otros alimentos*®. Ademas, la transmision puede suceder de
persona a persona, asi como a través de aguas de uso recreativo®*®.

CHROMagar 0157 esta disefiado para el aislamiento, la diferenciacion y la identificacién
presuntiva de E. coli O157:H7. Debido a los sustratos cromdgenos del medio, las colonias de
E. coli O157:H7 producen un color malva, que permite su identificacion presuntiva en la placa
de aislamiento primario y su diferenciacion de otros organismos. En muestras que contienen
cantidades reducidas de E. coli O157:H7, puede ser de utilidad la aplicacion de métodos de
enriquecimiento antes de inocular el medio.

CHROMagar 0157 fue desarrollado originalmente por A. Rambach, CHROMagar, Paris,
Francia. BD, bajo un contrato de licencia, ha optimizado esta formulacion utilizando propiedad
intelectual patentada para la fabricacion del medio preparado en placa BBL CHROMagar 0157.

Peptonas Difco especialmente seleccionadas suministran los nutrientes. Con la agregacion de
telurito potasico, cefixima y cefsulodina, se reduce el nimero de bacterias que crecen en este
medio, pero no de E. coli O157:H7. La mezcla cromégena esta formada por sustratos artificiales
(cromégenos), que liberan compuestos de color insolubles cuando son hidrolizados por una
enzima especifica. E. coli 0157:H7 utiliza uno de los sustratos cromdgenos que producen
colonias de color malva. El crecimiento de colonias malva se considera presuntivo de E. coli
0O157:H7 en BBL CHROMagar O157. Otras bacterias diferentes de E. coli O157:H7 pueden
utilizar otros sustratos cromégenos dando lugar a colonias de color azul o verde azulado o, si ho
utiliza ningan sustrato cromdgeno, pueden aparecer con su color natural. Asi se facilita la
deteccién de E. coli 0157:H7 y su diferenciacion con otros organismos.

*EL INSTITUTO DE INVESTIGACION AOAC EVALUO DE FORMA INDEPENDIENTE MUESTRAS DE ESTE
MODELO DE KIT DE ANALISIS SUMINISTRADAS POR EL FABRICANTE Y HALLO QUE CUMPLIAN LAS
ESPECIFICACIONES DEL FABRICANTE INDICADAS EN EL PROSPECTO DESCRIPTIVO DEL KIT DE ANALISIS.
EL FABRICANTE CERTIFICA QUE ESTE KIT SE AJUSTA EN TODOS LOS SENTIDOS A LAS
ESPECIFICACIONES ORIGINALMENTE EVALUADAS POR EL AOAC RESEARCH INSTITUTE INDICADAS EN EL
CERTIFICADO DE Performance Tested Methods NUMERO 090501.
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REACTIVOS
BBL CHROMagar 0157 Medium
Formula aproximada* por litro de agua purificada

Cromopeptona 16,09
Cloruro sédico 709
Mezcla cromégena 0,659
Telurito potasico 2,5 mg
Cefixima 0,05 mg
Cefsulodina 4,0 mg
Agar 140¢g
pH: 7,1 £0,2

*Ajustada y/o complementada en la medida necesaria para cumplir los criterios de rendimiento.

PRECAUCIONES

. Solamente para uso profesional.

Si se observa humedad excesiva, invertir la parte inferior sobre una tapa desplazada y permitir
secar al aire para evitar la estanqueidad entre las partes superior e inferior de la placa durante
la incubacion. Proteger de la luz durante el secado. Véase ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL.
No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacidén microbiana, decoloracion,
deshidratacion, grietas o cualquier otro signo de deterioro.

En las muestras clinicas puede haber microorganismos patégenos, como los virus de la
hepatitis y el virus de la inmunodeficiencia humana. Para la manipulacion de todos los
elementos contaminados con sangre u otros liquidos corporales, deben seguirse las
Precauciones estandar®* y las directivas del centro.

En las muestras de alimentos puede haber microorganismos patégenos, incluida la E. coli
0157. Emplear una técnica aséptica y seguir las precauciones habituales contra riesgos
microbioldgicos durante todos los procedimientos.

Después de su uso, las placas preparadas, los recipientes de muestras y otros materiales
contaminados deben esterilizarse en autoclave antes de ser desechados.

Consultar los procedimientos de manipulacién aséptica, riesgos bioldgicos y desecho del
producto usado en el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO.

CONSERVACION Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura de 2 a 8 °C, en su
envase original hasta justo antes de su uso. Evitar la congelacion y el sobrecalentamiento. No
abrir hasta que vayan a utilizarse. Las placas pueden inocularse hasta la fecha de caducidad
(véase la etiqueta del paquete) e incubarse durante los periodos de incubacién recomendados.
Permitir que el medio se caliente a temperatura ambiente antes de la inoculacion.

Las placas de pilas abiertas de 10 unidades almacenadas en un area limpia a una temperatura
de 2 a 8 °C pueden utilizarse durante una semana. Reducir al minimo la exposiciéon alaluz
antes y durante la incubacién, dado que la luz puede destruir los cromdgenos.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

Evaluar el rendimiento mediante la inoculacién de una muestra representativa de placas con
cultivos puros de organismos de control estables que produzcan reacciones esperadas y
conocidas (para obtener los detalles, véase el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE
USO). Se recomiendan las cepas de prueba mencionadas en la tabla siguiente. Incubar durante
18 a 24 h en atmésfera aerobia a 35 + 2 °C en lugar oscuro.

Cepas Resultados del crecimiento

Escherichia coli O157:H7 Crecimiento de aceptable a excelente. Colonias de

ATCC 700728 (=NCTC 12900) color gris violeta a rosado violeta (= malva).

Escherichia coli ATCC 25922 Inhibicién de parcial a completa; colonias de color azul
verdoso; posiblemente rodeadas de un halo azul
verdoso.

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Crecimiento: colonias de color azul verdoso a azul.

Sin inocular De incoloro a beige claro, transparente.
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El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los
requisitos de los organismos de acreditacién y a los procedimientos estandar de control de
calidad del laboratorio. Se recomienda que el usuario clinico consulte las instrucciones
pertinentes del Clinical and Laboratory Standards Institute (antes NCCLS) para obtener
informacién acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.

PROCEDIMIENTO
Materiales suministrados
BD CHROMagar 0157 Medium (placas Stacker de 90 mm). Con control microbiolégico.

Materiales necesarios pero no suministrados: Medios de cultivo auxiliar, reactivos,
microorganismos para control de calidad y otro equipo de laboratorio que se requiera.

Tipos de muestras

Para el uso clinico, consulte los detalles relativos a los procedimientos de recogida y
manipulacion de muestras en el laboratorio. Este medio se utiliza para el aislamiento de
Escherichia coli O157:H7 a partir de muestras fecales o torundas rectales de de pacientes con
posible infeccién de esta bacteria.

Para andlisis agroalimentario, siga los detalles sobre preparacion y procesamiento de muestras
de los métodos estandar apropiados para el tipo de muestra y la ubicacién geogréfica.

Véase también CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL
PROCEDIMIENTO.

Procedimiento de anédlisis

Emplear técnicas asépticas. La superficie del agar debe estar lisa y himeda, pero sin humedad
en exceso.

En el caso de una muestra clinica, tan pronto como sea posible después de su recepcion en el
laboratorio, inocularla en una placa BBL CHROMagar 0157 y extenderla para su aislamiento.
Si la muestra se cultiva desde una torunda, hacerla girar sobre una zona pequefa de la
superficie cercana al borde, para luego extenderla a partir de dicha zona con un asa. La placas
también pueden inocularse con enriquecimientos previos. Incubar las placas en condiciones
aerobias a 35 + 2 °C durante 18 a 24 h en posicion invertida (con el lado del agar hacia arriba).
También pueden inocularse otros medios, como BD MacConkey Il Agar, para permitir la
deteccién de otros patdégenos entéricos.

En el caso de una muestra de alimento, consultar las referencias oportunas y seguir los
métodos estandar correspondientes. Inocular la particula de muestra de caldo de
enriquecimiento incubada o de alimento seleccionada sobre BBL CHROMagar 0157 y
extenderla para su aislamiento. Incubar las placas en condiciones aerobias a 35 + 2 °C durante
18 a 24 h en posicién invertida (con el lado del agar hacia arriba).

Resultados

Tras la incubacion oportuna, leer las placas contra un fondo blanco. E. coli O157:H7 producira
colonias de color malva sobre el medio BBL CHROMagar O157. Es necesario confirmar
bioquimica y serolégicamente las colonias malva antes de notificar la presencia de E. coli
0157:H7%%**®, Los microorganismos grampositivos deberian estar totalmente inhibidos. Los
gramnegativos, aparte de E. coli 0157:H7, estaran inhibidos o produciran colonias incoloras o
de color azul, verde, azul verdoso o natural.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
BD CHROMagar 0157 es un medio cromogeno para el aislamiento selectivo y la identificacion
presuntiva de E. coli O157:H7 a partir de muestras clinicas, alimentarias, veterinarias y
ambientales.

Resultados de rendimiento®?

Analisis clinico: En un hospital metropolitano se evaluaron un total de 110 aislados fecales
congelados y 16 coprocultivos (10 frescos y 6 archivados) con BBL CHROMagar 0157, Sorbitol
MacConkey (SMAC) y Sorbitol MacConkey con cefixima y telurito (SMAC-CT). Los aislados

PA-254105.04 Pagina 3 de 6



fecales congelados consistieron en 50 E. coli 0157:H7, 15 E. coli no 0157, 8 E. coli no O157
positivos en toxina Shiga y otras 37 Enterobacteriaceae y bacilos gramnegativos no
fermentadores. Siete de las 16 heces analizadas dieron resultado positivo a E. coli O157:H7.
Se observaron las siguientes sensibilidades y especificidades:

Sensibilidad (n°) Especificidad (n°)

BBL CHROMagar 0157 98 % (56/57) 100 % (69/69)
SMAC 96 % (55/57) 80 % (55/69)
SMAC-CT 100 % (57/57) 93 % (64/69)

Andlisis agroalimentario

BBL CHROMagar 0157 ha sido validado por el AOAC Research Institute bajo el programa de
Performance Tested Methods™. BBL CHROMagar 0157 se evalu6 para la deteccion de E. coli
0157:H7 en carne bovina picada cruda y en sidra de manzana sin pasteurizar usando muestras
sembradas. La recuperacion de E. coli 0157:H7 sobre BBL CHROMagar 0157 se compar6 con
los medios en placa de referencia para FDA BAM, USDA FSIS e ISO. Para los medios de
referencia y para BBL CHROMagar 0157, se siguieron los procedimientos de enriquecimiento
y seleccion recomendados en las referencias. Se realiz6 separacion inmunomagnética (IMS)
siguiendo los métodos de USDA e ISO. De las 180 muestras alimentarias, 45 fueron analizadas
usando los métodos FDA BAM y USDA FSIS, y 90 con los métodos ISO. BBL CHROMagar
0157 produjo una sensibilidad del 100% y una especificidad del 100% en comparacion con los
métodos de referencia de ambas matrices de alimentos. Al analizar las matrices de alimentos,
no hubo resultados negativos falsos. En los andlisis de chi cuadrado, no se apreciaron
diferencias estadisticas en la recuperacion con el método BBL CHROMagar O157 con respecto
a los medios en placa de referencia. Una serie de aislados conocidos, con 54 cepas de E. coli
0157:H7 (tres de las cuales era cepas no moviles) y 32 cepas no E. coli 0157:H7, se evaluaron
sobre BBL CHROMagar 0157 con una sensibilidad y una especificidad del 100%. Los
resultados de estos estudios demuestran que BBL CHROMagar 0157 es un medio eficaz para
la recuperacion y la deteccién de E. coli O157:H7 en carne bovina picada cruda y en sidra de
manzana sin pasteurizar utilizando los métodos FDA BAM, USDA FSIS e ISO. Para un resumen
de los resultados de los estudios de comparacion de los métodos de validacién, véase la tabla 1.

Tabla 1: Resumen de los resultados de los estudios de comparacion de los métodos de
validacion

Matriz de Método Nivel de Total de Total de Positivo de | Positivo de | Concordan Chi
alimento in6culo muestras positivos referencia | CHROMagar ciade cuadrado®
0157 métodos’
Carne bovina Carne Alto 20 15 12 15 85%" 1,33
picada cruda bovina Bajo 20 13 10 13 85%° 1,33
USDA Control 5 0 0 0 - -
Carne bovina Carne Alto 20 17 16 17 95%" 0,00
picada cruda bovina Bajo 20 10 9 10 95%° 0,00
ISO Control 5 0 0 0 - -
Sidra de Sidra Alto 20 19 19 19 100% 0,00
manzana sin ISO Bajo 20 14 14 14 100% 0,00
pasteurizar Control 5 0 0 0 - -
Sidra de Sidra Alto 20 13 13 13 100% 0,00
manzana sin FDA Bajo 20 10 10 10 100% 0,00
pasteurizar Control 5 0 0 0 - -

! Representa el porcentaje del conjunto de muestras positivas y negativas confirmadas que eran equivalentes entre
los métodos de referenciay BBL CHROMagar 0157.

% Muestras positivas adicionales detectadas por el método BBL CHROMagar 0157: 3 positivos adicionales al
analizar carne bovina picada cruda con el método USDA/FSIS y 1 positivo adicional al analizar carne bovina picada
cruda con el método ISO.

3 Los valores de chi cuadrado de < 3,84 no indican una diferencia significativa con p < 0,05.

Limitaciones del procedimiento

BBL CHROMagar 0157 no detecta serotipos enterohemorragicos o enteropatégenos de E. coli,
salvo O157:H7, ya que pueden variar bioquimicamente. Las cepas positivas en
betaglucuronidasa de E. coli O157:H7 no se detectaran con BBL CHROMagar 0157; sin
embargo, esas cepas son infrecuentes.
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BBL CHROMagar O157 no diferencia entre las cepas de E. coli O157:H7 productoras y no
productoras de toxinas.

En este medio pueden crecer otros organismos ademas de E. coli O157:H7, como por ejemplo
Proteus spp., pero en general producen un color distinto. Si se observan colonias no aisladas de
color malva, puede conseguirse su aislamiento mediante el subcultivo en otra placa de BBL
CHROMagar O157. Se han descubierto cepas infrecuentes de E. coli (bioquimicamente
similares a Shigella) que producen resultados positivos falsos con BBL CHROMagar O157. La
incubacién a temperaturas inferiores a las recomendadas puede retrasar la deteccion de
reacciones positivas. Si la temperatura de incubacién es inferior a 35 + 2 °C, deberian incubarse
las placas durante 24 h antes de notificarlas como resultados negativos.*

Para la identificacion definitiva son necesarias pruebas de confirmacion.*®®

Este medio no debe utilizarse para el aislamiento de patdgenos entéricos que no sean E. coli
0157:H7.
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ENVASE/DISPONIBILIDAD
Medio BD CHROMagar 0157
N° de cat. 254105 Medios en placa listos para usar, 20 placas
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INFORMACION ADICIONAL
Para obtener mas informacion, dirijase a su representante local de BD.

“ Becton Dickinson GmbH
BD Diagnostic Systems
Tullastrasse 8 — 12
D-69126 Heidelberg/Germany
Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

BD Diagnostic Systems Europe

Becton Dickinson France SA

11 rue Aristide Bergés

38800 Le Pont de Claix/France

Tel: +33-476 68 3636 Fax: +33-476 68 3292 http://www.bd.com

AOAC is a trademark and Performance Tested Methods is a service mark of AOAC International.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.

Difco is a trademark of Difco Laboratories, subsidiary of Becton, Dickinson and Company.

BD, BD Logo and BBL are trademarks of Becton, Dickinson and Company.

© 2006 BD.
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