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BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)

USO PREVISTO

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (agar para diferenciacion
de estreptococos del grupo B [medio Granada]) se utiliza para el aislamiento y la identificacion
de Streptococcus agalactiae (Streptococcus del grupo B) a partir de muestras clinicas.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Método microbioldgico.

Streptococcus agalactiae causa graves infecciones en recién nacidos, tales como septicemia,
meningitis e infecciones multiorganicas’?. El recién nacido contrae la infeccion de la madre,
quien puede ser portadora asintomatica del microorganismo en la flora vaginal. La incidencia es
de 1,5 por cada 1.000 nacidos vivos y la mortalidad de un 8,7% aproximadamente . Se ha
demostrado que la deteccion adecuada del agente en la flora vaginal de la mujer embarazada,
seguida del tratamiento adecuado del recién nacido, puede reducir de forma significativa el
riesgo de infeccion®?. La técnica estandar para el aislamiento de especies vaginales consiste en
el uso de agar sangre o agar sangre selectivo y la deteccion de la beta-heméolisis caracteristica,
seguida de la identificacion bioquimica o seroldgica®. Investigaciones recientes han demostrado
también que cantidades reducidas de S. agalactiae en la flora vaginal pueden constituir un
riesgo de infeccidn para el recién nacido. Por tanto, se han recomendado técnicas de
enriquecimiento tales como LIM Broth (caldo Lim)*. Sin embargo, este medio de enriquecimiento
no es totalmente selectivo para S. agalactiae, ademas de que otros microorganismos gram
positivos pueden enriquecerse mediante este método, ocultando posiblemente la presencia de
S. agalactiae.

En los Ultimos afios, se ha comprobado la idoneidad de modificaciones del medio Islam,
descritas en 1977, para la deteccién y el aislamiento del microorganismo®®. En estos medios,
como en el medio New Granada, que es una modificacién reciente del medio Islam, cepas beta-
hemoliticas de S. agalactiae producen colonias de color naranja a salmén’®. La coloracién de
las colonias se debe al pigmento propio del microorganismo, granadaeno, un polieno asociado a
rhamnosa y ornitina™®.

La pigmentacion es muy especifica y no ocurre con estreptococos que no sean del grupo B ni
con otros microorganismos. Sin embargo, la estabilidad del medio New Granada es limitada®*°.
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) es una modificacion del
medio New Granada con estabilidad y selectividad mejoradas. La Proteosa peptona N° 3 es una
fuente de proteinas y proporciona precursores necesarios para la produccion y el crecimiento
del pigmento. El almidon es un nutriente y actia como estabilizador del pigmento. La glucosa, el
piruvato y la cisteina son nutrientes. El magnesio es un elemento traza. La combinacion de
MOPS y fosfato actiia como tampén de pH. El cristal violeta inhibe el crecimiento de los
estafilococos. Se han afiadido inhibidores e inductores del crecimiento para suprimir la flora
acompafiante, como bacterias gram negativas y anaerobios estrictos, y mejorar la formacion del
pigmento.
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REACTIVOS
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
Férmula* por litro de agua purificada

Proteosa peptona N° 3 25,09 Fosfato disddico de hidrégeno 10,7 g
Almidén de maiz 14,0 Cristal violeta 0,0005
Glucosa 2,5 Inhibidores e inductores 0,021
Sal sédica de acido pirtvico 1,0 Agar 15,2
Hidrocloruro de cisteina 0,1

Sulfato de magnesio 0,3

MOPS (acido 3-morfolinpropanosulfonico), 11,0

sal hemisddica

pH 7,4 +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,
deshidratacion, grietas o cualquier otro signo de deterioro.

Consultar los procedimientos de manipulacién aséptica, riesgos bioldgicos y eliminacién del
producto en el documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO.

ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura de 2 a 8 °C en su
envase original hasta justo antes de su uso. Evitar la congelacidn y el sobrecalentamiento. Las
placas pueden inocularse hasta la fecha de caducidad (véase la etiqueta del paquete) e
incubarse durante los tiempos de incubacion 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.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

Inocular muestras representativas con las cepas siguientes (para obtener mas datos, véase el
documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO). Incubar en atmésfera anaerobia
durante 18 a 24 horas a 35+ 2 °C.

Cepas Resultados del crecimiento

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 | Crecimiento de bueno a excelente; colonias de pequefias a
medianas de color naranja con o sin bordes incoloros

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 | Crecimiento; colonias muy pequefias de incoloras a color gris

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Crecimiento; colonias medianas de incoloras a color gris

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Inhibicion completa

Bacteroides fragilis ATCC 25285 Inhibicién de parcial a completa

Proteus mirabilis ATCC 43071 Inhibicion de parcial a completa, proliferacion completamente
inhibida, colonias incoloras

Sin inocular De blancas a color grisaceo claro, opacas

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (placas Stacker de 90
mm). Con control microbiolégico.

Materiales no suministrados
Medios de cultivo auxiliares, reactivos y el equipo de laboratorio que se requiera.

Tipos de muestras

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) puede utilizarse para el
aislamiento de S. agalactiae (estreptococos del grupo B) a partir de todo tipo de muestras
clinicas humanas. Las muestras frecuentes incluyen torundas del aparato genital femenino o
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torundas y otras nuestras de recién nacidos. Emplear las técnicas apropiadas para la recogida y

el transporte de muestras™**.

Procedimiento de andlisis

Después de recibir la muestra en el laboratorio, sembrarla en estrias tan pronto como sea
posible en BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium). La placa
sembrada en estrias se utiliza principalmente para aislar los cultivos puros de las muestras con
flora mixta.

Si, por el contrario, el material se cultiva directamente empleando una torunda, hacerla girar en
una seccién pequefia cercana al borde; realizar luego la siembra en estrias a partir de este
area inoculada.

Incubar en atmésfera anaerobia durante 18 a 24 horas a 35 +2 °C. En caso de resultado
negativo, se pueden incubar las placas durante 18 a 24 horas mas, aunque esto normalmente
no es necesario. Para recuperar todos los patégenos involucrados en una infeccién o
colonizacion, la muestra debe sembrarse también en estrias en una placa de agar sangre
como, por ejemplo, BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood (agar Columbia con sangre de
carnero al 5%), la cual debe incubarse en una atmaosfera enriquecida con CO, durante 18 a 48
horas a 35 +2 °C. Si se utilizan medios liquidos de enriquecimiento previo como Lim Broth,
estos se pueden subcultivar en BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada
Medium) con un asa llena de caldo tras una incubacién de 18 a 24 horas, para luego incubarse
de la manera descrita anteriormente.

Resultados

Después de la incubacion, cepas beta-hemoliticas de S. agalactiae produciran colonias de
pequefas a medianas, de color naranja palido a fuerte o de color naranja-salmén, que pueden o
no presentar bordes incoloros. A fin de detectar las cepas con pigmentacion débil, las placas
deben leerse sobre una superficie blanca. Se considera positiva una pigmentacion naranja de
cualquier intensidad. jNo mantenga las placas delante de una fuente de luz para leerlas! El
crecimiento de estafilococos, bacilos gram negativos y anaerobios estrictos hormalmente se
inhibira por completo en el medio. La mayoria de los demas estreptococos y enterococos
creceran sin inhibicion, pero produciran colonias de incoloras a color gris. Las cepas no
hemoliticas de S. agalactiae también produciran colonias de color gis a azul grisaceo. Su
aparicion es infrecuente (hasta el 4% en mujeres embarazadas).

Para diferenciar los estreptococos B no hemoliticos de los enterococos o los estreptococos
diferentes del grupo B, se puede realizar una prueba PYR (utilice el BD DrySlide PYR kit, N°
de cat. 231747 [equipo PYR BD DrySlide, n° de cat. 231747]) directamente a partir de colonias
de color gis a azul grisaceo en BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada
Medium): los enterococos, Streptococcus pyogenes y varios otros estreptococos son positivos
a PYR (=color de rojo a morado al cabo de 1 minuto), mientras que S. agalactiae y una variedad
de otros estreptococos son negativos a PYR (=color amarillento a incoloro)™. Las cepas
aisladas con resultados negativos a PYR de colonias de color gris o azul grisadceo deben
someterse a pruebas adicionales para confirmar la presencia de una cepa de S. agalactiae no
hemolitica, por ejemplo, mediante determinacion de serotipos.

La pigmentacién naranja en este medio es muy especifica para S. agalactiae y para la
confirmacion no es necesaria una identificacion serolégica o bioquimica. Sin embargo, la
determinacion de serotipos puede realizarse directamente desde BD Group B Streptococcus
Differential Agar (Granada Medium) sin subcultivos adicionales. The BBL Streptocard
Enzyme Latex Test Kit (equipo de latex de la prueba enziméatica) (N° de cat. 240950) se puede
utilizar con esta finalidad.

Ademas, debe examinarse la placa BD Columbia Agar with 5% Sheep Blood para observar la
presencia de cepas no hemoliticas de S. agalactiae y de patégenos adicionales.
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CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) se utiliza para el aislamiento
y la identificacién de Streptococcus agalactiae (estreptococos del grupo B) a partir de todo tipo
de muestras clinicas humanas. La coloracién naranja de las colonias en este medio es muy
especifica para S. agalactiae (véase Caracteristicas de rendimiento), por lo que no son
necesarias pruebas de confirmacién. En caso de duda o de cepas con pigmentacion débil, debe
realizarse una determinacién del grupo serolégico y/o una prueba PYR directamente de la placa
de aislamiento.

Se ha resefiado que los genes responsables de la produccion de pigmento y de la produccién
de la hemolisina de S. agalactiae estan relacionados'**3. Aproximadamente el 1 — 2% de las
cepas de S. agalactiae son no hemoliticas™ y, por lo tanto, puede que no se pigmenten en BD
Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium). Sin embargo, se ha determinado
internamente que los productores de hemolisina débil que parecen no hemoliticos en la mayoria
de los medios de agar sangre si pueden ser productores de pigmento débil. Se ha informado
que la hemolisina es uno de los principales factores de patogenicidad de S. agalactiae®®*3,

A fin de detectar todos los patdgenos implicados en una infeccion, incluidas las cepas no
hemoliticas de estreptococos B, debe inocularse también un medio de agar sangre como BD
Columbia Agar with 5% Sheep Blood con la muestra.

BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) no es adecuado para el
aislamiento de estreptococos distintos de S. agalactiae u otros patégenos que pueden producir
infecciones similares (por ejemplo, Listeria monocytogenes).

No se ha determinado el rendimiento de este medio con muestras veterinarias.

Caracteristicas de rendimiento

Se realiz6 una evaluacion de rendimiento con 151 muestras clinicas (torundas vaginales y
cervicales, diversas muestras de recién nacidos) determinadas positivas para S. agalactiae
mediante el uso de placas estdndar en agar sangre, seguido de determinacién de serotipos de
las cepas aisladas™. De estas 151 muestras, 148 dieron positivo en el segundo cultivo en BD
Columbia Agar with 5% Sheep Blood y produjeron una cepa aislada no hemolitica y 147
cepas aisladas beta-hemoaliticas.

En BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium), incubado en atmosfera
anaerobia durante 18 a 24 horas, 149 de las 151 muestras produjeron crecimiento de
estreptococos B; de ellas, 148 produjeron colonias de algun tipo de color naranja (sensibilidad
del 98%), todas las cuales se identificaron mediante pruebas serolégicas como estreptococos B.
De estos 148 cultivos, tres dieron como resultado un color “naranja muy palido”. Si se restan
estos tres cultivos, se obtiene una sensibilidad del 96%.

En este estudio, las placas inoculadas de BD Group B Streptococcus Differential Agar
(Granada Medium) se incubaron también en atmésfera aerobia enriquecida con didxido de
carbono. En estas condiciones de incubacion, la sensibilidad fue del 96,8%. En estas placas, 14
cultivos dieron como resultado un color "naranja muy palido". Restados estos, se obtiene una
sensibilidad del 87,4%.

Al incubarse en atmosfera anaerobia, se obtuvieron muchas mas cepas aisladas con colonias
de coloracion naranja fuerte que tras la incubacion en atmosfera aerobia enriquecida con
diéxido de carbono (P <0,005). Ademas, las colonias de numerosas cepas fueron de mayor
tamafio al incubarse en atmoésfera anaerobia. Por tanto, la incubacién en atmésfera
anaerobia mejora significativamente la deteccion de colonias de color naranja.

En esta evaluacion se incluyeron también 52 muestras determinadas previamente negativas
para S. agalactiae. No se obtuvieron falsos positivos con el cultivo en BD Group B
Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) (especificidad = 100%).

El uso de BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium) mejora y acelera
el diagnostico de estreptococos B, ademas de reducir los costes y el tiempo de respuesta
gracias a que las colonias de color naranja no requieren la realizaciéon de pruebas de
identificacion adicionales.
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ENVASE/DISPONIBILIDAD
BD Group B Streptococcus Differential Agar (Granada Medium)
257079 Medios en placa listos para usar, 20 placas

INFORMACION ADICIONAL
Para obtener mas informacion, pongase en contacto con su representante local de BD.

al

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/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2013 BD
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