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PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

I INTRODUCCION
Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics (Campy Thio) (medio de tioglicolato
para Campylobacter con 5 agentes antimicrobianos), es un medio de retencién para las muestras
presuntivas de Campylobacter jejuni subsp. jejuni antes de la inoculacién del medio sélido.

Il REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
A. PRUEBA 1: Campylobacter jejuni subsp. jejuni

1.
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Preparar un patron de McFarland N° 1 a partir de un cultivo de agar de soja Trypticase con
5% de sangre de carnero (TSA Il) de 24 — 48 h C. jejuni subsp. jejuni.

. Diluir el cultivo estandarizado en caldo de soja Trypticase a una concentracion de 10°.
. Inocular un tubo de Campy Thio con 0,1 mL de cultivo diluido. Mezclar con vértex.
. Del tubo inoculado de Campy Thio, inocular inmediatamente mediante torunda y luego

extendiendo sobre una placa TSA Il. Rotular la placa como “pre-refrigeracién”. Incubar la
placa 42 £ 2 °C en un frasco GasPak activado con envoltura CampyPak y utilizar el sistema
GasPak EZ Campy. Efectuar la lectura a 36 — 48 h para determinar la cantidad de crecimiento
de C. jejuni subsp. jejuni.

. Refrigerar inmediatamente los tubos inoculados Campy Thio hasta el dia siguiente (16 —24 h) a

2 — 8 °C. NO UTILIZAR la envoltura ni el frasco CampyPak.

. Después de la refrigeracion de un dia para el otro, subcultivar el tubo inoculado de Campy

Thio. Extender la muestra de torunda y luego extenderla sobre la placa de TSA Il. Rotular la
placa como “post- refrigeracion”.

. Incubar la placa a 42 + 2 °C en un frasco GasPak activado con envoltura CampyPak o utilizar

el sistema GasPak EZ Campy.
Efectuar la lectura a 36 — 48 h para determinar la cantidad de crecimiento.

B. PRUEBA 2: Flora mixta

1.
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Preparar un patron McFarland N° 1 a partir de un cultivo de flora mixta de 18 - 24 h
formado por una mezcla 1:1:1 de Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Candida albicans).

. Preparar diluciones de 10"y 10° a partir de la flora mixta estandarizada.
. Utilizar la dilucién de 10® inocular mediante extensién 0,1 mL sobre la placa de TSA Il.
. a. Utilizar la dilucién 10® inocular uno de los tubos de Campy Thio con 0,1 mL. Mezclar con

agitador vortex.

b. Inocular de inmediato 0,1 mL del Campy Thio inoculado en una placa de agar
Campylobacter con 5 agentes antimicrobianos y sangre de carnero al 10% (Campy- BAP) y
una placa de TSA Il y extender uniformemente mediante un esparcidor de vidrio estéril.
Rotular la placa como “pre-refrigeracién”.

. Incubar las placas a 42 + 2 °C en un frasco GasPak activado con envoltura CampyPak o

utilizar el sistema GasPak EZ Campy. Efectuar la lectura a 36 — 48 h para determinar la
cantidad de crecimiento.

. Refrigerar inmediatamente el tubo Campy Thio hasta el dia siguiente (16 - 24 h) a 2 - 8 °C.

NO UTILIZAR la envoltura o el frasco CampyPak.

. Después de la refrigeracién del dia anterior, subcultivar colocando la punta de una pipeta

alrededor de 2 cm debajo de la superficie de Campy Thio y extraer continuamente una
muestra a medida que la punta se va acercando lentamente a la superficie. Inocular 0,1 mL
en la placa Campy-BAP y una placa TSA Il extendiendo con un esparcidor de vidrio estéril.
Rotular las placas “post-refrigeracién”.

. Incubar las placas a 42 + 2 °C en un frasco GasPak activado con envoltura CampyPak o

utilizar el sistema GasPak EZ Campy.
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9. Efectuar la lectura a 36 — 48 h para determinar la cantidad de crecimiento.
C. Resultados esperados

Campylobacter jejuni  Recuperacion de muestras de subsp. jejuni "post-refrigeracién”
subsp. Jejuni en placa TSA Il debe ser no mas de un punto de crecimiento
*ATCC™ 33291 inferior que el de la muestra “pre-refrigeracion”.

El cultivo de flora mixta formado por una mezcla de 1:1:1de:

*Escherichia coli La flora mixta debe presentar una inhibicion (parcial o

ATCC 25922 completa) en la placa Campy-BAP. Crecimiento (recuentos) de
*Enterococcus faecalis  cultivo mixto (10™) del tubo Campy Thio en placa TSA Il debe ser
ATCC 29212 menor en comparacion con el crecimiento (recuento) de cultivo
*Candida albicans mixto (10°) del tubo de dilucién en TSA II.

ATCC 10231

*Cepa de organismo recomendada para control de calidad del usuario.

CONTROL DE CALIDAD ADICIONAL

1.  Examinar los tubos como se describe en la seccion “Deterioro del producto”.

2. Examinar visualmente los tubos representativos para asegurarse de que los defectos fisicos
existentes no interfieran con el uso.

3.  Incubar tubos representativos sin inocular a una temperatura de 20 -25°Cy30-35°Cy
examinar después de 7 dias en busca de contaminacién microbiana.

INFORMACION DEL PRODUCTO

USO PREVISTO

Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics se recomienda como medio de
retencidon para muestras presuntivas de Campylobacter jejuni subsp. jejuni cuando no se puede
realizar una inoculacién inmediata de agar Campylobacter Agar con 5 antimicrobianos y sangre
de carnero al 10%.

RESUMEN Y EXPLICACION

En 1972, Dekeyser et al informaron acerca del aislamiento de C. jejuni a partir de las muestras
fecales de pacientes con diarrea y gastroenteritis aguda mediante una técnica de filtracion y un
medio selectivo con agentes antimicrobianos para eliminar la flora entérica normal’. Skirrow, en
1977, describié un medio de cultivo selectivo con tres agentes antimicrobianos’. Blaser et al
informaron acerca del éxito en el aislamiento de C. jejuni mediante inoculacién directa de
muestras fecales en un medio de agar con cuatro agentes antimicrobianos y al inocular este medio
mediante muestras de torunda fecales almacenadas en refrigeracion durante 8 h en caldo de
tioglicolato (agar al 0,16%) con los mismos cuatro agentes antimicrobianos*’. Un quinto agente
antimicrobiano, la cefalotina, se incorpord mas tarde pata inhibir el organismo C. fetus subsp.
fetus no patégeno’.

Campylobacter Thioglycollate Medium se ha recomendado como medio de retencién cuando no
se encuentran disponibles inmediatamente las instalaciones para realizar la extensién de la
muestra y su incubacién, cuando se prevé un bajo recuento debido a la demora en el transporte
de la muestra al laboratorio y debido a que ya ha transcurrido la etapa aguda de la enfermedad®®.

Para obtener una revision del estatus de notas taxondmicas vigentes, consultar a Nachamkin®.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Campylobacter Thioglycollate Medium es un medio de retenciéon selectiva recomendado para el
aislamiento de C. jejuni subsp. jejuni a partir de muestras clinicas. La incorporacién de agentes
antimicrobianos, a saber: anfotericina B, cefalotina, polimixina B, trimetoprima y vancomicina, y la
refrigeracion inhiben adicionalmente la multiplicacion de la flora microbiana normal en muestras
fecales por lo que facilita al aislamiento de C. jejuni subsp. jejuni.
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VIl REACTIVOS

Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics
Foérmula aproximada* por litro de agua purificada
Digerido pancreatico de caseina ... .17,0 g
Digerido papaico de harina de soja . ...30 g
(D725 4 4 o LY SRR g
Cloruro SOAICo .....ccuveruiiiiicirie s g
Tioglicolato sédico g
AQAC i g
L-CISTING e g
9
mg
mg
mg

Sulfito sédico ..
ANfotericina B .......occeeeieiieceeeeeeeece e,

Cefaloting .o

Trimetoprima .. .

Vancomicina ... mg
Polimixina B 2.500,0 unidades

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

Advertencias y precauciones
Para uso diagnéstico in vitro.

Los tubos con tapas ajustadas deben abrirse con cuidado para evitar lesiones por la rotura del
vidrio.

En las muestras clinicas puede haber microorganismos patégenos, como los virus de la hepatitis y el
virus de la inmunodeficiencia humana. Para la manipulacién de todos los elementos contaminados
con sangre u otros liquidos corporales deben seguirse las “Precauciones estandar”’" y las directrices
del centro. Antes de desecharlos, esterilizar en autoclave los tubos preparados, los recipientes para
muestras y cualquier otro material contaminado.

Instrucciones para el almacenamiento

Al recibir los tubos, almacenarlos en un lugar oscuro a 2 — 8 °C. No congelar ni sobrecalentar. No
abrir hasta que vayan a utilizarse. Reducir al minimo la exposicién a la luz. Los medios en tubos
almacenados como se indica en sus etiquetas hasta momentos antes de su utilizacién pueden ser
inoculados hasta la fecha de caducidad e incubados durante los periodos recomendados de
incubacion.

Deterioro del producto
No utilizar los tubos si muestran evidencia de contaminacién microbiana, decoloracién,
deshidratacion o cualquier otro signo de deterioro.

VIll RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras adecuadas para cultivo pueden manipularse mediante diversas técnicas. Para obtener
informacién detallada, consultar los textos correspondientes''?. Las muestras deben obtenerse
antes de administrar los agentes antimicrobianos. Deben adoptarse las medidas necesarias para un
transporte inmediato al laboratorio.

PROCEDIMIENTO
Material suministrado
Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics

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

Procedimiento de analisis
Emplear técnicas asépticas.

1. Recogida de la muestra, almacenamiento y subcultivo en medios en placa®.

Colocar la torunda rectal alrededor de 1 cm dentro del medio y hacerla girar. Extraer la
torunda o bajarla al fondo del tubo y romper el soporte de la torunda de manera pareja al
nivel del borde del tubo para permitir un facil acceso al soporte.

Con las muestras fecales preparar una suspensiéon de solucion salina, licuar con un mezclador
mecanico (es decir, un vértex), y colocar cinco gotas en el medio alrededor de 1 cm por
debajo de la superficie. También se pueden tocar todas las areas de la muestra fecal con una
torunda e inocular el medio de la manera en que se describe para la torunda rectal.
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Con las muestras diarreicas, colocar cinco gotas del medio alrededor de 1 cm por debajo de
la superficie.

Refrigerar el Campylobacter Thioglycollate Medium inoculado de un dia para el otroy
subcultivar al dia siguiente en placas de Campylobacter Agar with 5 Antimicrobics y sangre
de carnero al 10% mediante una pipeta Pasteur insertada alrededor de 2 cm por debajo de
la superficie del caldo para extraer continuamente una muestra a medida que la punta se va
acercando lentamente a la superficie. No subcultivar en medios no selectivos, puesto que la
flora normal todavia es viable.

2. Incubacion de medio en placas.

Incubar el medio en placas a 42 °C en una atmosfera rica en diéxido de carbono y con baja
concentracion de oxigeno. Esta atmésfera puede lograrse utilizando una envoltura
generadora de gas desechable BBL CampyPak en un frasco GasPak 100, tres envolturas en un
frasco GasPak 150 o utilizando los sistemas BBL CampyPouch, Bio-Bag Type Cfj o GasPak EZ
Campy. También se puede lograr la atmésfera mediante la evacuacion de frascos ventilados
de GasPak y remplazandolos con gases de cilindro®, o bien utilizando el principio Fortner'.

Control de calidad del usuario
Véase "Procedimientos de control de calidad”.

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los
requisitos de los organismos de acreditacion y a los procedimientos estandar de control de calidad
del laboratorio. Se recomienda consultar las instrucciones de CLSI y normativas de CLIA
correspondientes para obtener informacion acerca de las practicas adecuadas de control de
calidad.

RESULTADOS

Las placas de Campylobacter Agar with 5 Antimicrobics y sangre de carnero al 10% inoculadas de
Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics deben examinarse para detectar la
presencia de colonias de Campylobacter jejuni subsp. jejuni. Estas colonias, en el agar
Campylobacter aparecerdn como colonias pequefias mucoides, por lo general de color grisaceo,
planas con bordes irregulares y no hemoliticas a las 24 — 48 h®.

Las colonias pueden ser apenas visibles a las 18 — 24 h. Una morfologia de colonias alternativas
que parece estar relacionada con la cepa, estd formada por colonias redondeadas de 1 -2 mm de
diametro, convexas, enteras y relucientes”. Un pequefio porcentaje de cepas puede tener una
apariencia de color marrén claro a levemente rosa".

Las colonias tienden a esparcirse o a agruparse activamente, en especial cuando se aislan
inicialmente a partir de muestras clinicas recientes. Nota: Si las placas se han de analizar después
de 24 h de incubacién, tratarlas como cultivos anaerobios, es decir, examinar las placas
rapidamente y colocarlas nuevamente en una atmésfera de oxigeno reducido de inmediato tras el
analisis.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Para su identificacion, los organismos deben encontrarse en un cultivo puro. Deben llevarse a
cabo pruebas morfolégicas, bioquimicas y/o serolégicas para lograr una identificacion final.
Consultar los textos correspondientes para obtener informacién detallada y procedimientos
recomendados'""*",

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Se notificd que el rendimiento combinado de agar sangre Campylobacter y Campylobacter
Thioglycollate Medium, ambos con cinco agentes antimicrobianos, fue un 33% superior que
cuando se utilizé solamente el medio en placa y 28% superior que cuando se utilizé solamente el
medio de caldo®. Luechtefeld et al informaron que el nimero de resultados positivos no aumenté
sustancialmente al mantener muestras fecales de pavo a 4 °C de un dia para el otro en
Campylobacter Thioglycollate Medium".

XIII DISPONIBILIDAD

N° de cat. Descripcion

221747 BD BBL Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics, pqt. de 10 tubos
de tamafio K

221748 BD BBL Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics, caja de 100 tubos
de tamafio K
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