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PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD (Opcionales)

INTRODUCCION

Sabouraud Dextrose Agar (agar dextrosa Sabouraud) es un medio no selectivo para el cultivo y mantenimiento de hongos
patégenos y no patégenos, en especial dermatofitos. Se logra selectividad mediante la adicion de cloranfenicol.

REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

1. Licuar Sabouraud Dextrose Agar Deeps en tubos A mediante ebullicion en bafio Maria.* Enfriar a 45 — 50 °C y verter en
placas de Petri y dejar solidificar durante como minimo 30 min.

*NOTA: No se recomienda utilizar un horno de microondas.
2. Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a continuacion.

a. Extender en la superficie de agar 0,01 mL de asa calibrada utilizando cultivos de caldo fungicos (hasta 7 dias de
antigliedad). Para Escherichia coli, inocular un asa llena utilizando un cultivo de caldo de soja Trypticase de 18 a 24 h
diluido en proporcion 10™.

b. Incubar los recipientes de prueba a 25 — 30 °C en una atmoésfera aerobia. Las tapas deben estar flojas en los medios
en los tubos y frascos.

c. Incluir agares inclinados de Sabouraud Dextrose Agar en calidad de controles no selectivos cuando se analice
Sabouraud Dextrose Agar con medios con cloranfenicol.

NOTA: Trabajar con A. brasiliensis (ATCC 16404) en una cabina de seguridad biolégica.

3. Examinar los recipientes durante un maximo de 7 dias para ver si presentan crecimiento y pigmentacién y en busca de
selectividad en el medio con cloranfenicol.

4. Resultados previstos
Para Sabouraud Dextrose Agar
Organismos de control CLSI (cepas ATCC)

*Candida albicans (60193)...........cccovvvevviineeneennnn. Crecimiento a las 72 h
*Trichophyton mentagrophytes (9533) ...........c...... Crecimiento alas 72 h

Para Sabouraud Dextrose Agar con cloranfenicol

*Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 ................... Crecimiento

*Candida albicans ATCC 10231 .......cccccoeeievnnnnnn. Crecimiento

*Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533.......... Crecimiento

*Escherichia coli ATCC 25922..........cccccovneennnnnne. Inhibicion (parcial a completa)

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

CONTROL DE CALIDAD ADICIONAL

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

2. Examinar visualmente los tubos o frascos 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 5,6 £
0,2.

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

INFORMACION DEL PRODUCTO
USO PREVISTO

Sabouraud Dextrose Agar se utiliza en procedimientos cualitativos para cultivo de dermatofitos. Se incrementa la selectividad
del medio para hongos mediante la adicién de cloranfenicol.

RESUMEN Y EXPLICACION

Sabouraud Dextrose Agar es un medio de proposito general disefiado por Sabouraud para el cultivo de dermatofitos’. Un bajo
pH (de 5,6 aproximadamente) favorece el crecimiento de hongos, en especial los dermatofitos, con efecto ligeramente
inhibidor para las bacterias contaminantes en muestras clinicas®®. La adicién de cloranfenicol es una modificacion disefiada
para aumentar la inhibicion bacteriana y posibilitar el aislamiento de muestras contaminadas de hongos oportunistas que
causan infﬁcciones clinicas similares a la dermatofitosis pero sensibles a la cicloheximida incluida en algunos medios fungicos
selectivos™.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Sabouraud Dextrose Agar es un medio de peptona suplementado con dextrosa para favorecer el crecimiento de hongos. Las
peptonas son fuentes de factores de crecimiento nitrogenados. La dextrosa proporciona una fuente de energia para el
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crecimiento de microorganismos. El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro con efecto inhibidor para una amplia
variedad de bacterias gram negativas y positivas cuando se agrega a la formula.

REACTIVOS

Sabouraud Dextrose Agar

Foérmula aproximada* por litro de agua purificada

Digerido pancreatico de caseina ..........ccccceeervveeeniieennns 509
Digerido péptico de tejido animal ..........cccccceeeieeiiinennes 50¢9
DEXIrOSA ...ooeiuiiiiiiiie et 40,0 g
AGAE e 15,09

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

Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol contiene 0,05 g de cloranfenicol ademas de los elementos enumerados
anteriormente.

Advertencias y precauciones
Para uso diagnostico 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. 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 — 8 °C. No congelar ni sobrecalentar. No abrir hasta que se vayan a
utilizar. Reducir al minimo la exposicién a la luz. Los medios en tubos almacenados como se indica en sus etiquetas hasta
momentos antes de su utilizaciéon pueden ser inoculados hasta la fecha de caducidad e incubados durante los periodos de
incubacion recomendados (un maximo de 6 semanas para los medios micolégicos). Dejar que el medio se caliente a
temperatura ambiente antes de la inoculacién.

Deterioro del producto

No utilizar los tubos si muestran evidencia de contaminacién microbiana, decoloracion, deshidratacién o cualquier otro signo
de deterioro.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras adecuadas para cultivo E)ueden 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

Sabouraud Dextrose Agar o

Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol

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 agar contenido en los tubos A mediante ebullicién en bafio Maria*, dejar enfriar a 45 — 50 °C y verter en placas de
Petri. Dejar solidificar durante el menos 30 min.

Con placas y frascos, extender la muestra tan pronto como sea posible después de recibirla en el laboratorio, mediante un asa
de inoculacion estéril para obtener colonias aisladas. Consultar las referencias correspondientes para obtener informacion
acerca del procesamiento e inoculacion de muestras®*.

Los agares inclinados en tubo preparados estan disefiados para uso con cultivos puros con fines de mantenimiento y otros
propésitos.

Los medios pueden inocularse hasta la fecha de caducidad e incubarse durante un maximo de 6 semanas.

Para el aislamiento de hongos de muestras potencialmente contaminadas, se debe inocular un medio selectivo junto con uno
no selectivo. Incubar los recipientes a 25 — 30 °C con mayor humedad. Todos los cultivos deben examinarse al menos una vez
por semana para ver si presentan crecimiento fungico y deben mantenerse durante 4 — 6 semanas antes de ser interpretados
como negativos.

*NOTA: No se recomienda utilizar un horno de microondas.

Control de calidad del usuario

Véase “Procedimientos de control de calidad”.

Cada lote de medios se ha probado con los microorganismos de control de calidad adecuados mediante una prueba que
cumple las especificaciones del producto y los criterios aplicables del CLSI. Como siempre, las pruebas de control de calidad
se deben llevar a cabo conforme a la normativa local, estatal, federal o nacional aplicable, a los requisitos de los organismos
de acreditacion y/o a los procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio.
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Se deberia utilizar un electrodo suficientemente pequefio como para entrar en los tubos para determinar el pH
potenciométricamente de los medios en tubos, frascos y medios Mycoflask. En los medios sélidos o semisélidos, la punta del
electrodo deberia estar colocada en la parte central de la masa de agar.

RESULTADOS

Después de una incubacion suficiente, los recipientes deben mostrar colonias aisladas en areas extendidas y crecimiento
confluente en areas de inoculacién densa.

Puede ser necesario transferir el crecimiento de los agares inclinados a medios en placa para obtener cultivos puros de
hongos.

Examinar los recipientes para ver si presentan colonias de hongos con morfologia tipica microscépica y de colonias
pruebas bioquimicas y procedimientos serolégicos deben realizarse para confirmar los hallazgos.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Es posible que algunos hongos (por ejemplo, Blastomyces dermatitidis) no se recuperen en este medio debido al alto
contenido de carbohidratos ™.

Para su identificacién, 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 informacion
detallada y procedimientos recomendados'®'".

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Sabouraud Dextrose Agar

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los lotes de recipientes de Sabouraud Dextrose Agar se someten a prueba para
determinar sus caracteristicas de rendimiento. Mediante un asa calibrada de 0,01 mL, se inoculan muestras representativas
del lote con cultivos de caldo fungicos recientes de Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533) y Candida albicans (ATCC
60193). Se efectua la lectura de los recipientes para ver si presentan crecimiento y pigmentacion de colonias después de 2, 5
y 7 dias de incubacioén a 25 — 30 °C. C. albicans presenta crecimiento entre medio y denso, con colonias de color blanco a
blanco grisaceo. T. mentagrophytes presenta un crecimiento de promedio a denso, con colonias de color blanco a blanco
grisaceo/marron claro.

Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los lotes de Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol se someten a prueba
para determinar sus caracteristicas de rendimiento. Mediante un asa calibrada de 0,01 mL, se inoculan muestras
representativas del lote con cultivos en caldo fungicos recientes de Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533), Candida
albicans (ATCC 60193), Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) y cultivo de caldo de soja Trypticase de Escherichia coli
(ATCC 25922). Se efectla la lectura de los recipientes para ver si presentan crecimiento y pigmentacion de colonias después
de 2, 5y 7 dias de incubacién a 25 — 30 °C. C. albicans presenta crecimiento entre medio y denso, con colonias de color
blanco a blanco grisaceo. T. mentagrophytes presenta crecimiento de promedio a denso, con colonias de color blanco a
blanco grisdceo/marrén claro. A. brasiliensis presenta crecimiento de medio a denso, con colonias de color marrén a negro. El
crecimiento de E. coli es leve o estda completamente inhibido.

DISPONIBILIDAD

N° de cat. Descripcion

221012 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Slants, pqt. de 10 tubos de tamafio A

221013 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Slants, caja de 100 tubos de tamafio A

296182 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Deeps (Pour Tubes), 20 mL, caja de 100 tubos de tamafio A
221136 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar, frascos Mycoflask, pqgt de 10

221825 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol Slants, caja de 100 tubos de tamafio A
221314 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol, frascos Mycoflask, pqt. de 10
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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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