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USO PREVISTO

BBL CHROMagar Salmonella es un medio selectivo de diferenciacion para el aislamiento y la
presunta identificacion de Salmonella y Agar XLD (agar de xilosa, lisina, desoxicolato) es un
medio moderadamente selectivo y de diferenciacion para el aislamiento de Salmonella y
Shigella. La combinaciéon de ambos medios en una biplaca permite la deteccién simultanea de
Shigella y Salmonella a partir de muestras fecales humanas.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Método microbiolégico.

Salmonella es uno de los patbgenos mas importantes causantes de gastroenteritis por via
alimentaria. Por consiguiente, se han creado muchos medios diferentes para su aislamiento de
heces, alimentos y otros materiales?.

El BBL CHROMagar Salmonella contiene sustratos cromdgenos patentados para tefiir las
colonias de Salmonella de violeta rosado (= malva) a violeta azulado. Otros sustratos
cromdégenos adicionales tifien la mayoria de los organismos diferentes de la Salmonella de color
verde azulado. Las especies que no presentan reaccién con ninguno de los sustratos
cromégenos mostraran el color natural de sus colonias (incoloro o gris). Gracias a los agentes
inhibidores incluidos en el medio, muchas bacterias diferentes de la Salmonella se ven inhibidas.

En el BBL CHROMagar Salmonella, ciertas peptonas seleccionadas especialmente
suministran los nutrientes. Los organismos grampositivos y los hongos suelen verse inhibidos a
consecuencia de la base selectiva del medio. Se utilizan otros inhibidores para reducir el
crecimiento de bacterias gramnegativas no fermentadoras de glucosa y especies de Proteus,
gue podrian potencialmente superar en crecimiento a las colonias de Salmonella. Se incluye
una mezcla cromdgena en el medio. Debido a diferencias metabélicas en presencia de ciertos
cromdgenos, las colonias de especies de Salmonella presentan un color malva (rosado, violeta
0 morado), mientras que las bacterias no deseada se ven inhibidas o producen colonias verdes
azuladas o incoloras.

Como la aparicion de colonias de color malva es muy especifico para Salmonella, por lo general
no es necesaria la confirmacién bioquimica cuando se utiliza el BBL CHROMagar Salmonella.
Si se encuentra presente una cantidad suficiente de colonias aisladas de color malva, se
pueden realizar pruebas de aglutinacion en portaobjetos (necesarias para confirmar la cepa
como Salmonella) directamente de la placa de aislamiento sin subcultivos adicionales (véase
CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO).

El CHROMagar Salmonella fue desarrollado originalmente por A. Rambach, CHROMagar,
Paris, Francia. BD, bajo un contrato de licencia, ha optimizado esta formulacién utilizando
propiedad intelectual patentada para la fabricacién del medio preparado en placa BBL
CHROMagar Salmonella, usando la formulacién del medio de cultivo deshidratado Difco
CHROMagar Salmonella.

El Agar XLD es un medio moderadamente selectivo y de diferenciacién. Contiene extracto de
levadura como fuente de nutrientes y vitaminas. Utiliza el desoxicolato sédico como agente
selectivo y, por consiguiente, inhibe los microorganismos grampositivos. La xilosa se incorpora
en el medio porque la fermentan practicamente todas las Enterobacteriaceae excepto Shigella,
y esta propiedad hace posible la diferenciacidn de dichas especies. La lisina se incluye para
permitir la diferenciacion del grupo Salmonella de los organismos no patégenos, dado que, sin
lisina, las Salmonella fermentarian rapidamente la xilosa y no se distinguirian de las especies no
patdgenas. Cuando las Salmonella agotan el suministro de xilosa, la lisina es atacada por la
enzima lisina descarboxilasa, lo que genera un cambio a un pH alcalino que imita la reaccién de
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Shigella. Para evitar el cambio similar en los organismos coliformes positivos a la lisina, se
afiaden lactosa y sacarosa para producir 4cido en exceso®®.

Adicionalmente, se incluye un sistema indicador de H.S, formado por tiosulfato sodico y citrato
férrico amanico, para la visualizacion del &cido sulfhidrico producido, lo que origina la
formacion de colonias con el centro de color negro. Los organismos no patégenos no
productores de H,S no descarboxilan la lisina; por tanto, la reaccion acida producida por
dichos organismos evita el oscurecimiento de las colonias, que tiene lugar s6lo con un pH
alcalino o neutro.

La presencia de BBL CHROMagar Salmonellay Agar XLD en una biplaca combina el medio
cromégeno altamente selectivo, que permite una rapida identificacion presuntiva de Salmonella
por el color de las colonias, con la moderada selectividad del Agar XLD, que incrementa las
probabilidades de recuperacién cuando la poblacién bacteriana es baja y ofrece una indicacién
de la presencia de Shigella en la muestra. Adicionalmente, la biplaca satisface los requisitos
para el uso de dos medios diferentes para el aislamiento de Salmonella®”’.

REACTIVOS
BBL CHROMagar Salmonella/ Agar XLD / (biplaca)

Férmula* por litro de agua purificada

BBL CHROMagar Salmonella Agar XLD
Cromopeptona 220¢9 Xilosa 3,50
Mezcla cromégena 0,34 g L-lisina 5,0
Agentes inhibidores 0,02 g Lactosa 7,5
Agar 1509 Sacarosa 7,5
pH7,7+0,2 Cloruro sédico 50

Extracto de levadura 3,0
Rojo fenol 0,08
Desoxicolato sodico 25
Tiosulfato sodico 6,8
Citrato férrico amonico 0,8
Agar 13,5
pH7,4+0,2

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

PRECAUCIONES

. Solamente para uso profesional. ®
No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacién microbiana, decoloracion,
deshidratacidn, grietas o cualquier otro signo de deterioro.

Antes de utilizar este medio por primera vez, se recomienda practicar el aspecto caracteristico
de las colonias con cepas definidas, por ejemplo, utilizando las cepas mencionadas en
CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO.

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 institucionales.

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

ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, conservarlas en lugar oscuro entre 2y 8 °C, en su envase y caja de
cartdn originales durante todo el periodo de almacenamiento. Evitar la congelacion y el
sobrecalentamiento. Las placas pueden inocularse hasta la fecha de caducidad (véase la
etiqueta del paquete) e incubarse durante los periodos de incubacién recomendados.

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.
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Reducir al minimo la exposicion a la luz antes y durante la incubacion, ya que la luz puede
destruir los cromégenos incluidos en el BBL CHROMagar Salmonella.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO
Inocular muestras representativas con las cepas siguientes (para obtener mas datos, véase el
documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO). Incubar las placas a 35 + 2 °C en una
atmosfera aerobia. Examinar las placas después de 24 h de incubacion.

Cepas de prueba

BBL CHROMagar Salmonella

Agar XLD

Salmonella Typhimurium

Crecimiento; colonias de color

Crecimiento; colonias negras o

ATCC 14028 malva (= violeta rosado) a violeta | colonias rojas con el centro negro
Salmonella Enteritidis Crecimiento; colonias de color Crecimiento; colonias negras o

ATCC 13076 malva (= violeta rosado) a violeta | colonias rojas con el centro negro
Shigella flexneri Crecimiento; colonias incoloras Crecimiento; colonias rojas

ATCC 12022

Escherichia coli Inhibicién parcial a completa; Inhibicién parcial a completa; colonias
ATCC 25922 colonias de color verde azulado | amarillas

Proteus mirabilis Inhibicion parcial a completa Crecimiento; colonias rosadas a rojas;
ATCC 43071 pueden tener el centro negro;

proliferacion inhibida
Crecimiento; colonias amarillas

Klebsiella pneumoniae
ATCC 33495 color verde azulado
Sin inocular De incoloro a ambar claro Rojo

Nota: 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.

Inhibicion parcial; colonias de

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados

BBL CHROMagar Salmonella / Agar XLD (biplaca), suministrado en biplacas Stacker de 90 mm.
Con control microbioldgico.

Materiales necesarios pero no suministrados
Medios de cultivo auxiliar, reactivos, organismos de control de calidad y demas equipo de
laboratorio necesario para el procedimiento especifico en uso en el laboratorio.

Tipos de muestras

Los medios incluidos en esta biplaca se utilizan para la deteccidon de Salmonella y Shigella
a partir de muestras fecales o torundas rectales de pacientes en quienes se sospecha una
infeccién entérica bacteriana. Se pueden utilizar también otras muestras presuntivas de
Salmonella o Shigella. También se puede utilizar como medio para subcultivo a partir de un
caldo de enriquecimiento previo para Salmonella (caldo con selenita F).

Procedimiento de andlisis

Extender las muestras tan pronto como sea posible después de recibirlas en el laboratorio.
La placa de extension se utiliza principalmente para aislar los cultivos puros de las muestras
con flora mixta.

Con un asa de 10 pL o con la torunda, inocular primero un area pequefa de Agar XLD, y
después un area pequefia de BBL CHROMagar Salmonella. Con un asa nueva para cada
uno de los medios, extender la muestra para aislamiento a partir de las areas inoculadas.
También debe incluirse un medio menos selectivo, tal como Agar de MacConkey Il de BD,
para incrementar la posibilidad de recuperacién cuando la poblacién de microorganismos
gramnegativos sea escasa, y para proporcionar una indicacion sobre otros microorganismos
presentes en la muestra.

Incubar las placas inoculadas en condiciones aerobias a 35 + 2 °C durante 24 h. Si el
resultado es negativo, volver a incubar las placas durante 24 h adicionales y efectuar la lectura
por segunda vez.

Resultados
La presencia de colonias de color malva en el BBL CHROMagar Salmonella junto con colonias
negras o colonias rojas con el centro negro en el Agar XLD es muy indicativa de Salmonella,
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con la excepcién de Salmonella enterica subespecie arizonae y otras especies de Salmonella
positivas para la lactosa y la betaglucosidasa. Estos aislados en el BBL CHROMagar
Salmonella presentaran colonias de color violeta azulado o moradas. Aunque la identificacion
bioguimica de las colonias de color malva por lo general es innecesaria, deben utilizarse
pruebas seroldgicas estandar tales como las de aglutinacion en portaobjetos, para obtener un
diagnostico completo (véase también CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO). Se recomienda una prueba de oxidasa estandar
(realizada en papel de filtro con crecimiento del Medio BBL CHROMagar Salmonella) para las
colonias de color malva sin aglutinacion, con el fin de determinar la presencia de organismos no
fermentadores positivos a la oxidasa o de Aeromonas hydrophila (= positiva a la oxidasa), que
producen ocasionalmente colonias de color rosado a malva. Cuando se realice una prueba de
oxidasa a partir de colonias de color malva, el color de una prueba negativa es malva a violeta,
mientras que el de una prueba positiva es azul oscuro a negro. Se recomienda incluir una cepa
de Salmonella como control negativo.

La presencia de colonias incoloras o verdes azuladas en BBL CHROMagar Salmonella no
debe tomarse como indicacion de la presencia de Shigella. Realice pruebas bioquimicas y
seroldgicas para Shigella solamente a partir del crecimiento en Agar XLD. En este medio, las
cepas de Shigella producen normalmente colonias rojas, raramente amarillentas.

El aspecto tipico de los organismos es el siguiente:

Organismos BBL CHROMagar Salmonella Agar XLD
E. coli, Citrobacter Colonias inhibidas o de color verde Grandes, planas, de color
azulado, con o sin halos de color malva | amarillo. Puede haber algunas
cepas inhibidas.
Enterobacter / Inhibicion parcial; colonias de color Mucoides, amarillas
Klebsiella verde azulado a azul, con o sin halos
de color malva
Proteus Inhibicion parcial a completa De rojo a amarillo. La mayoria
de las cepas tienen el centro de
color negro.
Salmonella, positiva a Negras o rojas con el centro
H,S Crecimiento; colonias de color malva (= | negro
Salmonella, negativa a violeta rosado) a violeta* Rojo
H,S
Shigella Inhibicidn parcial o completa; colonias | Rojo
incoloras o (raramente) de color verde
azulado
Pseudomonas aeruginosa | Inhibicién parcial a completa Rojo
Aeromonas hydrophila, Inhibicidn parcial o completa; Amarillo o rosado
Stenotrophomonas raramente puede producir colonias
maltophilia rosadas a malva; positivos a la oxidasa
(S. maltophilia puede ser débilmente
positiva 0 negativa)*
Bacterias grampositivas Inhibicion parcial a completa Inhibicién parcial a completa

*Véase Limitaciones del procedimiento

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
El BBL CHROMagar Salmonella/ XLD Agar (biplaca) se utiliza para el aislamiento primario
de Salmonella y Shigella a partir de muestras fecales o a partir de enriquecimientos para
Salmonella (caldo con selenita). Adicionalmente, el BBL CHROMagar Salmonella permite la
identificacion presuntiva de Salmonella. Se requieren pruebas adicionales para la confirmacion.

Resultados de rendimiento ®
Las siguientes cepas de Salmonella han sido aisladas en el BBL CHROMagar Salmonella
durante evaluaciones internas y externas:

Salmonella 8, (20):-:26 Salmonella Javiana
Salmonella enterica subsp. arizonae Salmonella Johannesburg
Salmonella enterica subsp. diarizonae Salmonella Kentucky
Salmonella Abony Salmonella London
Salmonella Adelaide Salmonella Mbandaka
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Salmonella Agona Salmonella Michigan

Salmonella Anatum Salmonella Minnesota
Salmonella Bareilly Salmonella Montevideo
Salmonella Berta Salmonella Muenster
Salmonella Brandenburg Salmonella Newport
Salmonella California Salmonella Oranienburg
Salmonella Cerro Salmonella Panama
Salmonella Choleraesuis Salmonella Paratyphi A
Salmonella Cubana Salmonella Paratyphi B
Salmonella Derby Salmonella Pomona
Salmonella DT 104 Salmonella Poona
Salmonella Dublin Salmonella Potsdam
Salmonella Enteritidis Salmonella Pullorum
Salmonella Essen Salmonella Rubislaw
Salmonella Gallinarum Salmonella Schwarzengrund
Salmonella Gaminara Salmonella Senftenberg
Salmonella Hadar Salmonella St. Paul
Salmonella Hartford Salmonella Thompson
Salmonella Heidelberg Salmonella Typhi
Salmonella lllinois Salmonella Typhimurium
Salmonella Infantis Salmonella Typhimurium (positiva para la lactosa)
Salmonella Iverness Salmonella Weltevreden

En una evaluacion externa de rendimiento con 110 muestras fecales clinicas con resultado
positivo conocido y 150 con resultado negativo conocido, el BBL CHROMagar Salmonella

(= BCAS) fue comparado con el Agar XLD (= XLD) y con Agar Entérico Hektoen (= HEA). Los
porcentajes de sensibilidad después de 20 h de incubacién fueron del 76, 71y 71%, y la
especificidad, del 99, 97 y 94% para BCAS, XLD y HEA, respectivamente. Después de 42 a 45 h,
los porcentajes de sensibilidad fueron del 90, 78 y 79%, y la especificidad del 94, 95 y 93% para
BCAS, XLD y HEA, respectivamente. Se enriquecieron también muestras positivas y negativas
en caldo con selenita F y fueron subcultivadas en Agar Salmonella Shigella (= SSA) y BCAS.
Los porcentajes de sensibilidad en esta prueba fueron del 98 y 99%, y la especificidad, del 81 y
99% para SSA y BCAS, respectivamente.

En evaluaciones internas, se analizaron y recuperaron los siguientes serotipos de Salmonella y
especies de Shigella en BBL CHROMagar Salmonella/ Agar XLD (biplaca)®:

Crecimiento tipico en Crecimiento tipico en
BBL CHROMagar Salmonellay Agar XLD: Agar XLD solamente:
Salmonella Abony Salmonella Ohio Shigella boydii
Salmonella Augustenborg Salmonella Oranienburg Shigella dysenteriae
Salmonella Bovismorbificans Salmonella Oritamerin Shigella flexneri
Salmonella Chincol Salmonella Panama Shigella sonnei
Salmonella enterica subsp. Salmonella Saintpaul
arizonae *
Salmonella Enteritidis Salmonella Schottmuelleri (Paratyphi B)
Salmonella Gallinarum** Salmonella Senftenberg
Salmonella Glostrup Salmonella Typhi*
Salmonella Group B Salmonella Typhimurium
Salmonella Hadar Salmonella Virchow
Salmonella Heidelberg

* una cepa necesit6 2 dias de incubacion para la recuperacion completa y la pigmentacion de las colonias en uno o ambos medios
** crecimiento débil al cabo de 2 dias de incubacion en CHROMagar Salmonella, crecimiento ausente o débil en Agar XLD

En BBL CHROMagar Salmonella, la mayoria de las cepas de Salmonella produjeron colonias
de color malva claro a oscuro (violeta); las cepas de Salmonella enterica subsp. arizonae
produjeron colonias de color violeta con un tono verde azulado. Salmonella Gallinarum necesité
habitualmente 2 dias para lograr un crecimiento y coloracién aceptables, y en algunas pruebas
no se recuperé de uno o de ambos medios en esta biplaca; este organismo se aisla muy raras
veces de muestras humanas. En BBL CHROMagar Salmonella todas las cepas de prueba
diferentes de Salmonella y de Shigella, excepto Aeromonas hydrophila, Acinetobacter
baumannii y Candida albicans, fueron inhibidas o produjeron colonias azules, verdes azuladas
o incoloras. A. hydrophila y A. baumannii produjeron ocasionalmente un crecimiento débil de
colonias rosadas cuando el medio fue expuesto a >/= 10° UFC por placa. C. albicans produjo
ocasionalmente colonias blancas tras 24 h de incubacioén, que se volvieron rosadas claras a
rosadas al cabo de 48 h. El crecimiento de todos los organismos de prueba de Salmonella
(excepto S. Gallinarum) y de Shigella en Agar XLD fue tipico y no se vio afectado por el medio
BBL CHROMagar Salmonella adyacente.
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Adicionalmente, las siguientes cepas de Salmonella fueron sometidas a pruebas de aglutinacion
en portaobjetos con antisueros O Difco (grupos A, B, D, E1 - E4, Ly C1, C2, F, G, H),
utilizando crecimiento de 24 h de BBL CHROMagar Salmonellay de Agar Columbia con
sangre de carnero al 5%: Salmonella Abony, S. Augustenborg, S. Bovismorbificans, S. Enteritidis,
S. Gallinarum, S. Glostrup, S. Hadar, S. Heidelberg, S. Oritamerin, S. Panama, S. Saintpaul,

S. Senftenberg, S. Typhimurium y S. Virchow. Se incluyeron controles de aglutinacion con
solucidn salina. Todas las cepas de Salmonella de ambos medios produjeron aglutinacién con
los antisueros adecuados. No se hallé aglutinacién no especifica. Cuando se analizo el
crecimiento rosado claro a malva claro de Aeromonas hydrophila y Candida albicans del BBL
CHROMagar Salmonella (después de 48 h de incubacion) del modo descrito mas arriba, no se
produjo aglutinacién.

Limitaciones del procedimiento

BBL CHROMagar Salmonella:
Ocasionalmente, ciertas cepas de Aeromonas hydrophila, Hafnia alvei, Pseudomonas
aeruginosa, P. putida, Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter sp. o Candida sp.
pueden no inhibirse por completo y las colonias pueden presentar una pigmentacion de color
malva claro a malva.

Algunas cepas raras de S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S. Minnesota,
S. enterica subsp. arizonae, S. Gallinarum y S. Pullorum pueden presentar un crecimiento
reducido o nulo. Esto es especifico de la cepa y la mayoria de las cepas analizadas de cada
uno de estos serotipos fueron recuperadas. Por consiguiente, se recomienda el uso de agar
MacConkey como medio menos selectivo ademas de esta biplaca.

Para una deteccion y desarrollo de color éptimos de Salmonella Typhi, se requieren entre

42 y 48 h de incubacion.

Las pruebas de confirmacion que utilizan el malva o el morado como reaccion de color
indicadora pueden ser dificiles de interpretar debido al propio color de las colonias.

Al analizar algunas muestras fecales, se puede observar una decoloracién morada del medio
BBL CHROMagar Salmonella, sin crecimiento detectable de colonias. Esto debe
considerarse un resultado negativo.

No se deben realizar pruebas de Shigella a partir del agar BBL CHROMagar Salmonella
incluido en esta biplaca.

Agar XLD:
El Proteus puede imitar a la Salmonella en este medio. Se requieren pruebas de
confirmacion.
Algunas cepas raras de Shigella producen s6lo un crecimiento débil en Agar XLD. Por
consiguiente, se recomienda el uso de Agar MacConkey como medio menos selectivo
ademas de esta biplaca.

Para un diagnéstico final se requieren pruebas de confirmacion adecuadas (p.ej. pruebas de
aglutinacién en portaobjetos).

Estos medios no estan disefiados para el aislamiento de patdégenos intestinales diferentes de
Salmonella y Shigella.
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ENVASE/DISPONIBILIDAD
BBL CHROMagar Salmonella/ Agar XLD (biplaca)

257372 Medios en placa listos para usar, 20 placas

INFORMACION ADICIONAL
Para obtener méas informacion, dirijase a su representante local de BD.
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Becton Dickinson GmbH

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

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/
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CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.
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