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PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD (Opcionales)

I. INTRODUCCION
Fluid Thioglycollate Medium (medio de tioglicolato liquido) es un medio de uso general para el

cultivo de anaerobios, microaerofilos y aerobios, y se recomienda como uno de los medios para las

pruebas de esterilidad de productos biotecnolégicos comerciales.

Il. REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

1.

2.

Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a continuacion.

a. Antes de utilizar los tubos, colocarlos con las tapas flojas en agua en ebullicion* durante
aproximadamente 5 min hasta que se reduzca el medio (se vuelva incoloro). Ajustar las
tapas inmediatamente después de retirar los tubos del fuego. Permitir que el medio se
enfrie a temperatura ambiente.

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

b. A partir de cultivos de caldo de soja Trypticase de 24 — 48 h o cultivos en medio enriquecido

de tioglicolato para las cepas Bacteroides y Clostridium, preparar una dilucién con una
concentraciéon de hasta 100 UFC/mL.
Con pipetas estériles de 1,0 mL, inocular los tubos con 0,75 de las diluciones.

o

d. Incubar los tubos con las tapas flojas a 30 — 35 °C en una atmoésfera aerobia excepto para las

cepas de CLSI (Bacteroides fragilis ATCC 25285 y Staphylococcus aureus ATCC 25923), que
deben incubarse con las tapas ajustadas.
Examinar los tubos de las cepas de control recomendadas por CLSI (con tapas ajustadas) a 18 —
24 y 48 h para determinar el crecimiento. Examinar los tubos de las otras cepas de control
(recomendadas por USP) durante un maximo de 3 dias para determinar el crecimiento.
Resultados previstos

Organismos de control de CLSI (cepas ATCC)

*Bacteroides fragilis...........ccccccoeeevvvenennee Crecimiento
(25285)
*Staphylococcus aureus .............ccecue...... Crecimiento
(25923)

Cepas adicionales utilizadas
(prueba USP para favorecer el crecimiento)

**Staphylococcus aureus ............c......... Crecimiento
ATCC 6538

**Pseudomonas aeruginosa ................... Crecimiento
ATCC 9027

**Clostridium sporogenes..................... Crecimiento
ATCC 11437

**Clostridium sporogenes..................... Crecimiento
ATCC 19404

**Bacillus SUDLIlIS...........ccoveveeeciiiriicnne Crecimiento
ATCC 6633

**Kocuria rhizophila...............ccccoeuvevuen. Crecimiento
ATCC 9341

**Bacteroides vulgatus..........cccccevueen.e. Crecimiento
ATCC 8482

* Tincién de organismo recomendada para control de calidad del usuario.
** Para verificacion del incentivo de crecimiento para uso en pruebas de esterilidad USP.

lll. CONTROL DE CALIDAD ADICIONAL

1.
2.

3.

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

Examinar a simple vista los tubos representativos para cerciorarse de que los defectos fisicos
existentes no interfieran con el uso.

Determinar el pH potenciométricamente a temperatura ambiente para verificar el
cumplimiento de la especificaciéon de 7,1 £ 0,2.

. Incubar tubos representativos sin inocular a una temperatura de 20-25°Cy 30-35°Cy

examinar después de 7 dias si hay indicios de contaminaciéon microbiana.
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V.

VL.

VII.

INFORMACION DEL PRODUCTO

USO PREVISTO
Fluid Thioglycollate Medium cumple con las especificaciones de la farmacopea de Estados Unidos
(USP).

Fluid Thioglycollate Medium (FTM) se utiliza para las pruebas de esterilidad de los productos
biotecnolégicos comerciales y para el cultivo de anaerobios, aerobios y microaeréfilos.

RESUMEN Y EXPLICACION

El medio de tioglicolato liquido fue disefiado por Brewer para el cultivo rapido de anaerobios
y aerobios'. Fue lanzado al mercado por primera vez, en forma deshidratada por Baltimore
Biological Laboratory (BBL) en 1940. Vera le incorporé peptona de caseina en 1944°,

Este medio es capaz de favorecer un buen crecimiento de una gran variedad de organismos
exigentes, de especies tanto patdgenas como no patdgenas. El tioglicolato sédico no sélo reduce
el potencial de oxidacidon-reduccién, sin también posee la capacidad de neutralizar la actividad
antibacteriana de los compuestos con mercurio. Dichas caracteristicas hacen al FTM especialmente
util para la determinacién de la presencia de contaminacién en materiales biolégicos y de otra
clase. La férmula de BBL cumple con los requisitos de la prueba de USP para fomentar el
crecimiento’.

Fluid Thioglycollate Medium puede utilizarse después de preparado hasta que alrededor del 30%
del medio se haya oxidado, como lo indica el color rosa de la resazurina en la superficie. Si
prosigue la oxidacion, el caldo puede recalentarse una vez al vapor o agua en ebullicion, enfriarse
y utilizarse.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La dextrosa, la peptona, la L-cistina y el extracto de levadura proporcionan los factores de
crecimiento necesarios para la multiplicacion bacteriana. El cloruro sédico aporta iones esenciales.
El tioglicolato sodico es un agente reductor que previene la acumulacién de peréxidos, que son
letales para algunos microorganismos. La L-cistina también es un agente reductor, dado que
contiene grupos sulfidrilo que inactivan los compuestos de metal pesado y mantienen un bajo
potencial redox, lo que favorece la anaerobiosis. La resazurina es un indicador de oxidacion-
reduccién: presenta un color rosa con la muestra oxidada y es incolora cuando esta reducida. La
pequeia cantidad de agar favorece el mantenimiento de un bajo potencial redox al estabilizar el
medio contra corrientes de conveccion, por lo que se mantiene la anaerobiosis en las capas
inferiores del medio®. La USP incluye 5,5 g/L de dextrosa en la formula del medio de tioglicolato
liquido. La férmula de BBL contiene la forma deshidratada de la dextrosa (5,0 g/L).

REACTIVOS
Fluid Thioglycollate Medium
Férmula aproximada* por litro de agua purificada

Digerido pancreatico de caseina..........cccccceeenee. 150 g
[ ol 1 A1 o = TP 05 g
Dextrosa (deshidratada)......cccccceeeeeeeeveeeeeeeeeeeeeeennes 50 g
Extracto de levadura ..........eeeveeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeennns 50 g
ClOruro SOAICO. ... 25 g
Tioglicolato sOdIiCO........ccvrerreriiriere e 05 g
[T VAU | 41 o F- VO 0,001g
AQar....iiiiii 0,75 ¢g

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.
Advertencias y precauciones
Para uso diagnéstico in vitro.

Se debe tener cuidado al informar de los resultados de la tincion de Gram directa o de otros
métodos directos de tincién microbiolégica en muestras tisulares procesadas con este medio,
debido a la posible presencia de microorganismos no viables en el medio de cultivo.

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
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VIII.

n58

contaminados con sangre u otros liquidos corporales, deben seguirse las “Precauciones estandar
y las directivas 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 segun las instrucciones que figuran en la
etiqueta. Evitar la congelacion y el sobrecalentamiento. No abrir hasta que se vayan a utilizar.
Reducir al minimo la exposicion 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 de incubacién recomendados. 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.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras adecuadas para cultivo pueden manipularse mediante diversas técnicas. Para obtener
informacién detallada, consulte 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

Fluid Thioglycollate Medium
Materiales necesarios pero no suministrados

Medios de cultivo auxiliares, reactivos, organismos de control de calidad y el equipo de laboratorio
segun se requiera.

Procedimiento de analisis
Emplear técnicas asépticas.

Antes de utilizar los tubos, colocarlos con las tapas flojas en agua en ebullicién* durante
aproximadamente 5 min hasta que se reduzca el medio (se vuelva incoloro). Ajustar las tapas
inmediatamente después de retirar los tubos del fuego. Permitir que el medio se enfrie a
temperatura ambiente.

Para uso general, inocular las muestras directamente en el medio e incubar los tubos durante un
maximo de 7 dias a 35 + 2 °C.

Para las pruebas de esterilidad, deben seguirse las recomendaciones de la USP’ y diversos
organismos de control'. Estas fuentes de referencias especifican la proporcién de medio y
producto que debe utilizarse en las pruebas de esterilidad ademas de los detalles de la toma de
muestras y la interpretacion de los resultados de las pruebas. Para las pruebas de esterilidad, es
importante que el medio en los recipientes de prueba se reduzca en un nivel suficiente para
asegurar la multiplicacion de anaerobios obligados y organismos microaerofilicos. Si la muestra de
prueba causa tanta turbidez en el medio que el crecimiento microbiano no se puede reconocer
facilmente, se debe transferir la muestra a otro medio.

*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
acreditacién y/o a los procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio.

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.
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X.

XI.

XIl.

RESULTADOS

Después de la incubacion, el crecimiento se demuestra mediante turbidez, en comparacién con un
control sin inocular. Los organismos aerobios estrictos tienden a crecer en una capa delgada en la
superficie del caldo; los anaerobios obligados crecen sélo en la seccién del caldo por debajo de la
capa oxidada (color rosa). Al quitar cuidadosamente liquido de niveles diferentes, es posible
aumentar la capacidad de separar diferentes especies en un cultivo mixto.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Los anaerobios pueden ser superados en crecimiento por organismos facultativos de crecimiento
mas rapido. Examinar y someter a tincién de Gram el caldo si el medio en placa no muestra
crecimiento. Nunca confiar en cultivos de caldo exclusivamente para aislamiento de anaerobios.
Algunos anaerobios pueden ser inhibidos por productos metabélicos o acidos producidos por los
anaerobios facultativos de crecimiento mas rapido®.

Los medios de cultivo a veces contienen organismos muertos que se derivan de los componentes
del medio, posiblemente visibles en frotis de medios de cultivo. Otras fuentes de organismos
muertos visibles mediante tincién de Gram incluyen los reactivos de tincién, aceite de inmersion,
portaobjetos de vidrio y muestras utilizadas para inoculacién. Si no se tiene certeza de la validez
de la tincion de Gram, el cultivo debe volverse a incubar durante 1 — 2 horas mas y repetirse la
prueba antes de emitir un informe.

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

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los lotes de Fluid Thioglycollate Medium se analizan
para determinar sus caracteristicas de rendimiento. Antes de la inoculacién, muestras
representativas del lote se reducen mediante ebullicién en bafio Maria durante aproximadamente
5 min. Después de enfriar, los tubos se inoculan con 0,75 mL de cultivos de Bacillus subtilis (ATCC
6633), Bacteroides fragilis (ATCC 25285), B. vulgatus (ATCC 8482), Clostridium sporogenes (ATCC
11437 y ATCC 19404), Kocuria rhizophila (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) y
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 y ATCC 25923). Los in6culos de B. subtilis, B. fragilis, C.
sporogenes, K. rhizophila, P. aeruginosa y S. aureus se diluyen hasta una concentracién de hasta
100 UFC (unidades formadoras de colonias) por mL. El indculo de B. vulgatus se prepara a partir de
colonias cultivadas en placas de agar 5% sangre de carnero para anaerobios del CDCy se ajusta en
medio de tioglicolato sin dextrosa e indicador para obtener una concentracion de 10-100 UFC/mL.
Se ajustan las tapas inmediatamente después de la inocular los tubos con B. fragilisy S. aureus; se
aflojan las tapas de los demas tubos. Los tubos se incuban a 35 + 2 °C. Los tubos con B. fragilis y

S. aureus (ATCC 25923) muestran trazas de crecimiento a crecimiento denso dentro de las 48 h de
incubacion. Los organismos restantes muestran crecimiento de moderado a denso dentro de los 3
dias de incubacién.

XIl. DISPONIBILIDAD

N° de cat. Descripcion

221195 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, pqgt. de 10 tubos de tamafio K
221196 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, caja de 100 tubos de tamafio K
299802 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, caja de 100 tubos de tamafio K (etiqueta

impresa con chorro de tinta)

220888 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, pqt. de 10 tubos de tamafio A

220889 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, caja de 100 tubos de tamafio A

299803 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, caja de 100 tubos de tamafio A (etiqueta
impresa con chorro de tinta)
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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, and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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