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PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

INTRODUCCION
Trypticase Soy Agar (agar de soja Trypticase) es un medio de uso general que favorece el
crecimiento de microorganismos exigentes y no exigentes.

REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
1. Licuar el medio en agares profundos en tubo calentandolos en agua en ebullicién. Dejar enfriar

a 45 - 50 °C, anadir 1 mL de sangre de carnero desfibrinada estéril a dos tubos (para inoculacién

con cepas Streptococcus) y verter en placas de Petri estériles. Mezclar bien para distribuir

uniformemente la sangre en todo el medio y permitir su solidificacién durante un minimo de

30 minutos.

2. Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a continuacion.

a. Con un asa calibrada de 0,01 mL, inocular las superficies del agar con diluciones a 10" de
cultivos de caldo de soja Trypticase de 18 a 24 h. Inocular mediante extensién sobre las
placas para asegurar la presencia de colonias bien aisladas.

b. Incubar los tubos con las tapas flojas a 35 + 2 °C en atmésfera aerobia. Las placas de sangre
deben incubarse en presencia de diéxido de carbono

3. Examinar las placas o tubos después de 18 — 24 h y 42 — 48 h para detectar la cantidad de
crecimiento y pigmentacién. Examinar las placas de agar sangre para detectar hemolisis.
4. Resultados previstos

Medio sin sangre afadida.

*Shigella flexneri ATCC 12022 Crecimiento. Colonias de tamafio medio a grande de color grisaceo
blanco translucidas, ligeramente convexas y posiblemente mucoides.

*Escherichia coli ATCC 25922 Crecimiento

*Staphylococcus aureus Crecimiento. Colonias de tamafio medio a grande, opacas, circulares,

ATCC 25923 enteras con pigmento de color amarillo crema a dorado.

Medio con sangre de carnero desfibrinada estéril afiadida (agares profundos en tubo).

*Streptococcus pneumoniae Crecimiento. Colonias rodeadas por zonas de alfa hemolisis (color

ATCC 6305 verde).

*Streptococcus pyogenes Crecimiento. Colonias rodeadas de zonas con beta-hemdlisis

ATCC 19615 (transparente a lechoso).

*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. Determinar el pH potenciométricamente a temperatura ambiente para verificar el
cumplimiento de la especificacion de 7,3 £ 0,2.

4.  Incubar tubos representativos sin inocular a una temperatura de 20 - 25 °Cy 30 — 35 °C
y examinar después de 7 dias en busca de contaminacién microbiana.

INFORMACION DEL PRODUCTO

USO PREVISTO

Trypticase Soy Agar se utiliza para el aislamiento y cultivo de microorganismos exigentes y no
exigentes, incluidas las bacterias anaerobias y aerobias, aunque no es el medio de preferencia para
las bacterias anaerobias.

RESUMEN Y EXPLICACION
La composicion nutritiva de Trypticase Soy Agar le ha convertido en el medio de uso mas frecuente
durante muchos afos. Es el medio especificado como medio de agar de digerido de soja-caseina en
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The United States Pharmacopeia (USP) para la porcién de recuento microbiano total de los
procedimientos de prueba de limite microbiano'.

El medio se utiliza para una multitud de propésitos, incluido el mantenimiento de cultivos de
referencia, recuento en placa, aislamiento de microorganismos a partir de una variedad de tipos de
muestras y como base para los medios que contienen sangre™. Se incluye en los compendios de
métodos para el analisis de agua, aguas residuales y alimentos™.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La combinacion de caseina y peptonas de soja del Trypticase Soy Agar hace al medio altamente
nutritivo, al suministrar nitrégeno organico, particularmente aminoacidos y péptidos de cadena
larga. El cloruro sédico mantiene el equilibrio osmético.

REACTIVOS
Trypticase Soy Agar
Formula aproximada* por litro de agua purificada

Digerido pancreatico de caseina ........cccceeveeneerieennnen. 150 g
Digerido papaico de harina de soja .......cccceveerieeriieenne 50 g
Cloruro SOICO ...t 50 g
AGAC i e e ne s 150 g

* 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 el 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 utilizacién, 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 — 25 °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 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,
deshidratacién o cualquier otro signo de deterioro.

VIII 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

Trypticase Soy Agar

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.

Licuar el medio en agares profundos en tubo calentandolos en agua en ebullicién. Dejar enfriar a
45 - 50 °C, afladir sangre si se desea y verter en placas de Petri estériles.

Para uso general, extender las muestras tan pronto como sea posible después de recibirlas en el
laboratorio. La placa para extender las muestras se utiliza principalmente para aislar cultivos puros
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de las muestras con flora mixta. Si, por el contrario, el material se cultiva directamente empleando
una torunda, hacerla girar en una seccion pequefia cercana al borde, extendiendo luego a partir de
esta area inoculada. Dado que muchos patégenos requieren diéxido de carbono para su aislamiento
primario, las placas pueden incubarse en una atmésfera con aproximadamente 3 — 10% de CO,.
Incubar las placas a 35 = 2 °C durante 18 — 24 h.

Los agares inclinados en tubo de Trypticase Soy Agar se utilizan principalmente para el crecimiento
y mantenimiento de cultivos puros. Deben inocularse con un asa de inoculacién e incubarse en las
mismas condiciones que el medio en placa.

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 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 informacion acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.

RESULTADOS

Después de la incubacion, la mayoria de las placas mostraran un area de crecimiento confluente.
Dado que el procedimiento de extensién de la muestra es, de hecho, una técnica de “diluciéon”, se
depositan cada vez menos microorganismos en las areas en que se realiza. Por consiguiente, una o
mas de estas areas presentaran colonias aisladas de los organismos que contenga la muestra. Por
otra parte, el crecimiento de cada microorganismo podra medirse semi-cuantitativamente basandose
en el crecimiento ocurrido dentro de las areas en que se realiza la extensién.

Deben resefarse las reacciones hemoliticas con respecto a los organismos inoculados en el medio
que contiene sangre.

El agar inclinado en tubo con cultivos puros puede utilizarse para estudios posteriores o como
cultivos de referencia seguin se desee.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

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

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Trypticase Soy Agar (TSA) with 5% Sheep Blood fue utilizado como un control en el estudio en el
que se utilizé cultivo mejorado de caldo (Todd Hewitt) y el método de inmunoensayo 6ptico para el
diagnéstico de la infeccion estreptocécica B-hemolitica. Se analizaron 502 muestras. TSA with 5%
Sheep Blood mostré una sensibilidad y especificidad del 92,5% y 99,4%, respectivamente®. Nguyen
et al utilizaron Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood como patrén de referencia para la
deteccion del Streptococcus del grupo B a partir de muestras de las vias genitales inferiores de
mujeres embarazadas'. En otro estudio Rossmann et al. volvieron a aislar satisfactoriamente la
Lautropia mirabilis en Trypticase Soy Agar with

5% Sheep Blood a partir de muestras de la cavidad bucal de nifios infectados con el virus de
inmunodeficiencia humana®. De los 85 nifios evaluados en este estudio, 35 (41,4%) dieron resultado
positivo al organismo L. mirabilis. 1senberg et al. utilizaron Trypticase Soy Agar with 5% Sheep
Blood como control para avaluarla recuperacién de Enterococcus a partir del medio selectivo en
estudio'. Se aislaron 250 cepas de estreptococos grupo D a partir de muestras clinicas y se utilizaron
8 cepas que se obtuvieron de la National Communicable Disease Center (Atlanta, Ga, Estados
Unidos). Kantor et al mantuvieron cultivos de referencia a temperatura ambiente con agares
inclinados de Trypticase Soy Agar cubiertos con aceite mineral estéril para un estudio de
identificacién de bacterias gram negativas no fermentativas en el laboratorio clinico”.

Xlil DISPONIBILIDAD

N° de cat. Descripcion
221082  BD BBL Trypticase Soy Agar Deeps (Pour Tubes), 20 mL, pqt. de 10 tubos de tamafio A

221086 BD BBL Trypticase Soy Agar Slants, pgt. de 10 tubos de tamafio K
221087  BD BBL Trypticase Soy Agar Slants, caja de 100 tubos de tamaiio K
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Servicio técnico de BD Diagnostics: pongase 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, BBL, GasPak and Trypticase are trademarks of Becton, Dickinson and Company. ©2014 BD.
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