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PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

INTRODUCCION
Lim Broth (caldo Lim) se utiliza para el enriguecimiento selectivo de estreptococos del grupo B (Streptococcus agalactiae).

REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
1. Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a continuacion.
a. Con pipetas estériles de 1,0 mL, inocular tubos con 1,0 mL de diluciones de cultivos de caldo de soja Trypticase de
18 — 24 h. La dilucién utilizada debe contener hasta 1.000 UFC/mL de S. agalactiae y 1,0 x 10° UFC/mL de E. coli.
b. Incubar los tubos con las tapas flojas a una temperatura de 35 + 2 °C en atmdsfera aerobia.
2. Examinar los tubos en busqueda de crecimiento durante un periodo de hasta 3 dias.
3. Resultados previstos

Organismos ATCC Recuperacion
*Streptococcus agalactiae 12386 Crecimiento (moderado a denso)
*Escherichia coli 25922 Inhibicién (parcial a completa)

*Cepa de organismo recomendada para control de calidad del usuario.
NOTA: Segun CLSI M22-A3, no es necesario que el usuario realice un control de la calidad de este medio.

CONTROL DE CALIDAD ADICIONAL

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

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

3. Determinar el pH potenciométricamente a temperatura ambiente para verificar el cumplimiento de la especificaciéon de
7,8+0,2.

4. Incubar tubos representativos sin inocular a una temperatura de 20 — 25 °C y 30 — 35 °C y examinar si presentan
contaminacion microbiana después de 7 dias.

INFORMACION DEL PRODUCTO

USO PREVISTO
Lim Broth se utiliza para el enriquecimiento selectivo de estreptococos del grupo B (Streptococcus agalactiae), en especial a
partir de muestras genitales.

RESUMEN Y EXPLICACION

Desde su aparicion en los afios 70, la enfermedad neonatal estreptocécica del grupo B se ha convertido en la causa
infecciosa mas importante de enfermedad y fallecimiento entre los recién nacidos. Antes de 1994, aproximadamente 7.600
casos de enfermedad invasiva estreptococica del grupo B, principalmente sepsis y meningitis, ocurrian en los recién nacidos
cada afio en Estados Unidos, siendo precoces alrededor del 80% de dichos casos (dentro de la primera semana de vida)®.
La enfermedad se propaga a los recién nacidos por transmision vertical de madre portadora de estreptococos del grupo B en
el recto o los genitales. Lim y colegas combinaron el uso de un medio de caldo selectivo enriquecido y la prueba de
coaglutinacion en portaobjetos para detectar rapidamente dichas pacientesz's.

Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) han propuesto directrices para la deteccion y el uso de la
quimioprofilaxis intraparto para la prevencion de la enfermedad neonatal estreptocécica del grupo B®. El uso de Todd Hewitt
Broth con colistina y acido nalidixico se recomienda para maximizar las posibilidades de recuperacion de estreptococos del
grupo B en placas de agar sangre de carnero®. Lim Broth se prepara a partir de Todd Hewitt Broth afiadiendo colistina y
acido nalidixico, en las concentraciones recomendadas, mas extracto de levadura para favorecer el crecimiento de los
estreptococos del grupo B

También se han detectado estreptococos del grupo B en casos de sepsis en mujeres no parturientas, hombres, infeccién de
las articulaciones, osteomielitis, infeccion de las vias urinarias e infeccién de heridas. Se asocian con endocarditis, neumonia
e infecciones cutaneas y de tejidos blandos en pacientes inmunodeprimidos’.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Todd Hewitt Broth es un medio de uso general que se utiliza principalmente para el cultivo de estreptococos beta-
hemoliticos, en especial para pruebas seroldgicas®.

Las peptonas, la dextrosa y las sales proporcionan una excelente base nutritiva para el crecimiento de estreptococos. El
extracto de levadura afiadida es una rica fuente de vitaminas del complejo B. La dextrosa estimula la produccion de
hemolisina. El fosfato disédico y el carbonato sédico proporcionan una accion de tampdn para contrarrestar la acidez
producida durante la fermentacion de los carbohidratos, lo que evita que el &cido inactive la hemolisina. El &cido nalidixico y
la colistina suprimen el crecimiento de las bacterias gram negativas.
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REACTIVOS

Lim Broth
Férmula aproximada* por litro de agua purificada

Infusién de corazdén de (SOlidOS) ......cceeeveeriieiiiiieieee, 3,1
Peptonas.......ccccevveevvveevennns

Dextrosa....
Cloruro sédico
Fosfato disédico
Carbonato sédico.....
Extracto de levadura...
Colistina......c.ccccuveeen.
Acido nalidixico

*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.
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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 directrices del centro. Después de su utilizacion, los tubos
preparados, los recipientes de muestras y otros materiales contaminados deben esterilizarse en autoclave antes de ser
desechados.

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 exposicion a la luz. Los medios en tubos
almacenados como se indica en sus etiquetas hasta momentos antes de su utilizacion pueden ser inoculados hasta la fecha
de caducidad e incubados durante los periodos recomendados de incubacion. Dejar que el medio se caliente a temperatura
ambiente antes de la inoculacion.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Las muestras adecuadas para cultivo deben manipularse mediante diversas técnicas. Para obtener informacion 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: Lim Broth

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.

Inocular los tubos e incubar con las tapas flojas a 35 + 2 °C en una atmésfera aerobia con o sin suplemento de dioxido de
carbono. Si se desea, realizar una prueba de coaglutinacion en portaobjetos para estreptococos del grupo B después de 5 h
de incubacion®.

Si se observa turbidez después de 18 — 24 h, realizar un subcultivo del cultivo de caldo en una placa de agar sangre de
carnero; de lo contrario, incubar unas 24 h adicionales antes de descartar’.

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 aplicable, a los requisitos de los
organismos de acreditacién 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 informacién acerca de las préacticas
adecuadas de control de calidad.

Se deberia utilizar un electrodo suficientemente pequefio como para entrar en los tubos para determinar el pH
potenciométricamente de los medios en tubos. La punta del electrodo se debe introducir en los caldos de cultivo.

RESULTADOS

El crecimiento en el medio de caldo se indica por la presencia de turbidez en comparacion con un control sin inocular.
Realizar un subcultivo en una placa de Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA Il) e incubar durante 18 — 24 h, o
hasta 48 h en caso necesario. Identificar los organismos que posiblemente sean estreptococos del grupo B (B-hemoliticos o
no hemoliticos, gram positivos o negativos a la catalasa). Se puede llevar a cabo una identificacion especifica; por ejemplo,
con sueros para determinacion del grupo estreptocoécico, la prueba CAMP u otros procedimientos.

Jones et al. informaron la deteccion de estreptococos del grupo B por medio de la prueba de coaglutinacion en portaobjetos
después de 5 h de incubacién, con una concentracién de organismos en el cultivo de 107 por mL o0 mas”.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Con fines de identificacion, los organismos deben encontrarse en cultivo puro. Deben llevarse a cabo pruebas morfolégicas,
bioguimicas y/o seroldgicas para lograr una identificacion final. Consultar los textos correspondientes para obtener
informacion detallada y procedimientos recomendados’***,
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Nguyen et al. utilizaron Lim Broth junto con Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (TSA) como patron de referencia para
la deteccion del Streptococcus del grupo B a partir de muestras de las vias genitales inferiores de mujeres embarazadas. De
las 524 mujeres, 90 tuvieron resultados positivos en cultivos en Lim Broth o TSA. La sensibilidad, especificidad, valores de
prediccién de resultados positivos y negativos de Lim Broth eran del 97% (87/90), 100% (434/434), 100% (87/87) y 97%
(434/437), respectivamente™.

DISPONIBILIDAD
N°de cat. Descripcién

292209 BD BBL Lim Broth, 5 mL, pqt. de 10 tubos de tamafio K
296266 BD BBL Lim Broth, 5 mL, caja de 100 tubos de tamafio K
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Servicio técnico de BD Diagnostics: péngase en contacto con el representante local de BD o visite www.bd.com/ds.

Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD.
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