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PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE
I INTRODUÇÃO

O BD BBL Seven H11 Agar é um meio de cultura para isolamento e crescimento de micobactérias.

II PROCEDIMENTO DO TESTE DE DESEMPENHO
1. Inocule as amostras representativas com as culturas listadas abaixo.

a. Antes da inoculação, certifique-se de que as placas não contêm humidade.
b. Utilizando uma cultura diluída de forma a produzir 103–104 UFC/placa, faça riscas sobre o ágar para isolamento.
c. Incube as placas a 35 ± 2 °C numa atmosfera aeróbia suplementada com dióxido de carbono.

2.  Examine as placas após 7 a 21 dias, verificando se existe crescimento e pigmentação.
3.  Resultados esperados

Microrganismos ATCC Isolamento 
*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Crescimento moderado 

a intenso
*Mycobacterium kansasii Grupo I 12478 Crescimento
*Mycobacterium scrofulaceum, Grupo II 19981 Crescimento
*Mycobacterium intracellulare, Grupo III 13950 Crescimento
*Mycobacterium fortuitum, Grupo IV 6841 Crescimento
*Estirpe do microrganismo recomendada para o controlo de qualidade do utilizador.

NOTA: Deverá ser monitorizado pelos utilizadores de acordo com CLSI M22-A3.

III CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL
1.  Examine as placas, conforme descrito em “Deterioração do produto”.
2.  Examine visualmente as placas representativas, para assegurar que eventuais defeitos físicos não irão interferir com a utilização.
3.  Determine o pH, através de potenciometria, à temperatura ambiente, para cumprimento da especificação de pH de 6,6 ± 0,2.
4.  Durante o procedimento de inoculação, tenha atenção à solidez das placas.
5.  Incube as placas representativas não inoculadas a 35 ± 2 °C durante 72 h e examine-as, verificando se existe 

contaminação microbiana.

INFORMAÇÕES SOBRE O PRODUTO
IV UTILIZAÇÃO PRETENDIDA

O BD BBL Seven H11 Agar (Ágar Seven H11) é utilizado em procedimentos qualitativos para isolamento e crescimento de 
micobactérias. As placas são cheias com grande profundidade de meio para reduzir os efeitos da secagem durante o período de 
incubação prolongado.

V RESUMO E EXPLICAÇÃO
Têm sido criados muitos meios de cultura para micobactérias. Os primeiros meios eram formulações à base de ovo e incluíam o 
Meio Lowenstein-Jensen e o Meio Petragnani. Dubos e Middlebrook contribuíram para o desenvolvimento de várias formulações que 
continham como ingredientes chave o ácido oleico e a albumina, para ajudar no crescimento de bacilos da tuberculose e proteger os 
microrganismos contra diversos agentes tóxicos.1 Subsequentemente, Middlebrook e Cohn melhoraram a formulação do ágar de ácido 
oleico e albumina e obtiveram um crescimento mais rápido e mais exuberante de espécies de Mycobacterium no seu meio, designado 
como 7H10.2,3

Cohn et al. modificaram a formulação do Ágar 7H10 através da adição de um grama de digerido pancreático de caseína por litro, de 
forma a aumentar o crescimento de estirpes de Mycobacterium tuberculosis que cresciam pouco (ou mesmo nada) no meio 7H10 e 
noutros meios de isolamento convencionais.4 Esta formulação foi designada como BD BBL Seven H11 Agar. Num estudo realizado por 
Cohn, et al. em 96 isolados clínicos, 13 não cresceram no meio 7H10 nas primeiras três semanas. Destas 13 culturas, 10 cresceram 
em meio Seven H11 num período de três semanas; as outras três necessitaram de um período de incubação adicional de três semanas 
para aparecimento de crescimento visível.4

VI PRINCÍPIOS DO PROCEDIMENTO
O BD BBL Seven 7H11 Agar contém vários sais inorgânicos que fornecem substâncias essenciais para o crescimento de 
micobactérias. O citrato de sódio, quando convertido para ácido cítrico, serve para conservar alguns catiões inorgânicos em solução. 
O glicerol é uma fonte abundante de carbono e energia. O digerido pancreático de caseína é uma fonte rica em nitrogénio para o 
crescimento dos bacilos da tuberculose e fornece inúmeros factores de crescimento adicionais.1 O ácido oleico, bem como outros 
ácidos gordos de cadeia longa, pode ser utilizado pelos bacilos da tuberculose e desempenha um papel importante no metabolismo 
das micobactérias. A catalase destrói os peróxidos tóxicos que possam estar presentes no meio. O principal efeito da albumina é a 
protecção dos bacilos da tuberculose contra agentes tóxicos, aumentando assim o seu isolamento em meios primários. A inibição 
parcial de bactérias é conseguida pela presença do corante verde de malaquite.
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VII REAGENTES
BD BBL Seven H11 Agar
Fórmula* aproximada por litro de água purificada
Digerido pancreático de caseína  ........................................... 1,0 g
Sulfato de magnésio  .............................................................. 0,05 g
Citrato de amónio férrico  ....................................................... 0,04 g
Citrato de sódio  ..................................................................... 0,4 g
Sulfato de amónio .................................................................. 0,5 g
Glutamato monossódico  ........................................................ 0,5 g
Fosfato dissódico ................................................................... 1,5 g
Fosfato monopotássico  ......................................................... 1,5 g
Ágar  ..................................................................................... 13,5 g
Cloreto de sódio  .................................................................... 0,85 g
Dextrose  ................................................................................ 2,0 g

Albumina bovina V .............................................................. 5,0 g
Catalase  ............................................................................. 3,0 mg
Piridoxina  ............................................................................ 1,0 mg
Sulfato de zinco  .................................................................. 1,0 mg
Sulfato de cobre  ................................................................. 1,0 mg
Biotina ................................................................................. 0,5 mg
Cloreto de cálcio  ................................................................. 0,5 mg
Verde de malaquite ............................................................. 0,25 mg
Ácido oleico  ........................................................................ 0,06 mL
Glicerol  ............................................................................... 5,0 mL

*Ajustada e/ou suplementada conforme necessário para cumprir os critérios do desempenho.

Advertências e Precauções
Para diagnóstico in vitro.
Caso seja observada humidade excessiva, deve inverter a parte inferior da placa sobre uma tampa inclinada e deixar secar ao ar para 
evitar a formação de um selo entre a parte superior e a parte inferior da placa durante a incubação.
Nas amostras podem existir microorganismos patogénicos, incluindo os vírus das hepatites e o vírus da imunodeficiência humana. No 
manuseamento de todos os itens contaminados com sangue e outros fluidos corporais, devem ser seguidas as “Precauções padrão”5-8 
e as linhas de orientação da instituição. Após a utilização e antes de serem eliminados, as placas preparados, os recipientes de 
amostras e outros materiais contaminados devem ser esterilizados em autoclave.
Para a preparação de amostras clínicas não produtoras de aerossóis, tais como a preparação de esfregaços ácidos rápidos, é 
necessária a adopção de práticas e procedimentos e a utilização de equipamentos e instalações de contenção do Nível 2 de Segurança 
Biológica. Todas as actividades que envolvam a produção de aerossóis devem ser executadas numa câmara de segurança biológica de 
Classe I ou II. Para as actividades laboratoriais que envolvam a propagação e manipulação de culturas de M. tuberculosis e M. bovis 
são necessárias as práticas, equipamento de contenção e instalações do Nível 3 de Segurança Biológica. Os estudos em animais 
também requerem procedimentos especiais.7

Instruções de armazenamento
Após a recepção, armazenar as placas no escuro a uma temperatura de 2 a 8 °C. Evitar congelar e aquecer excessivamente. Abra 
apenas quando estiver pronto a utilizar. Minimizar a exposição à luz. As placas preparadas que sejam armazenadas no seu invólucro 
inicial, entre 2 e 8 °C, até ao momento imediatamente anterior à sua utilização, podem ser inoculadas até ao fim do prazo de validade 
e incubadas durante os períodos de incubação recomendados (até 8 semanas para os meios de de micobacteriologia). Antes da 
inoculação, deixar o meio aquecer até à temperatura ambiente.

Deterioração do produto
Não utilize placas que apresentem sinais de contaminação microbiana, descoloração, secagem ou outros sinais de deterioração.

VIII COLHEITA E PREPARAÇÃO DE AMOSTRAS
Foram criados várias zaragatoas e recipientes para a colheita de amostras. As amostras devem ser obtidas antes de ser administrada 
terapêutica antimicrobiana. Devem tomar-se as providências necessárias para a entrega imediata no laboratório. Foram criados vários 
meios de conservação ou sistemas de transporte, tais como os produtos de colheita e transporte de amostras BD BBL, para prolongar 
a sobrevivência de microrganismos quando se esperar um atraso significativo entre a colheita e a repicagem definitiva.
Para obter pormenores sobre a colheita e preparação de amostras, consulte os textos apropriados.9,10

IX PROCEDIMENTO
Material fornecido
BD BBL Seven H11 Agar (Deep Fill)
Material necessário mas não fornecido
Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e equipamento laboratorial, conforme necessário.
Procedimento do teste
A superfície do ágar deve estar lisa e húmida, mas sem humidade excessiva.
Os procedimentos de teste são os recomendados pelos Centers for Disease Control (CDC) para o isolamento primário a partir de 
amostras que contenham micobactérias.11 É recomendada uma solução de N-acetil-L-cisteína-hidróxido de sódio (NALC-NaOH) como 
agente de digestão e descontaminação suave, mas eficaz. Estes reagentes são fornecidos no BD MycoPrep Mycobacterial Specimen 
Digestion/Decontamination Kit (Kit de digestão/descontaminação de amostras de micobactérias BD MycoPrep). Para instruções 
pormenorizadas sobre a descontaminação e cultura, consulte uma referência bibliográfica apropriada.9-12

Após a incubação, mantenha as placas protegidas da luz e coloque-as, com o lado com meio voltado para baixo, dentro de um sistema 
BD GasPak EZ ou noutro sistema adequado de fornecimento de uma atmosfera aeróbia enriquecida com dióxido de carbono, e incube 
a 35 ± 2 °C.
NOTA: As culturas efectuadas a partir de lesões cutâneas em que há suspeita de terem M. marinum ou M. ulcerans devem ser 
incubadas entre 25 e 33 °C para incubação primária; as culturas em que há suspeita de M. avium ou M. xenopi exibem um crescimento 
óptimo entre 40 e 42 °C.11 Incube uma cultura duplicada entre 35 e 37 °C.
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Controlo de qualidade pelo utilizador
Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditação europeus e/
ou nacionais aplicáveis e com os procedimentos padrão de controlo de qualidade do seu laboratório. É recomendado que o utilizador 
consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este assunto, para obter orientações sobre práticas de 
controlo de qualidade apropriadas.

X RESULTADOS
As placas podem ser lidas no prazo de 5 a 7 dias após a inoculação e, depois deste período, uma vez por semana até um período 
máximo de 8 semanas.
Para examinar as placas, inverta-as sobre a plataforma de um microscópio de dissecção. Observe com uma ampliação de 10 a 60x, 
com luz transmitida. Observe rapidamente com a ampliação de 10 a 20x, verificando se existem colónias. Uma ampliação superior 
(30 a 60x) é útil para observação da morfologia das colónias, por exemplo, colónias sinuosas em forma de cordão.
Registe as seguintes observações:11

1. Número de dias necessário para as colónias se tornarem macroscopicamente visíveis.
2. Número de colónias:

Sem colónias = Negativo
Inferior a 50 colónias = Contagem real
50 a 100 colónias = 1+
100 a 200 colónias = 2+
Praticamente confluentes (200 a 500) = 3+
Confluentes (mais de 500) = 4+

3.  Produção de pigmento
Branco, creme ou amarelo-claro = Não cromogéneo (NC)
Amarelo-limão, amarelo, laranja, vermelho = Cromogéneo (Ch)

Os esfregaços corados podem apresentar bacilos com coloração ácida rápida, que são referidos apenas como “bacilos com coloração 
ácida rápida”, a não ser que sejam efectuados testes definitivos.11

XI LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO
Este meio destina-se ao isolamento primário. Contudo, é recomendada uma cultura pura para os testes bioquímicos e procedimentos 
serológicos. Consulte os textos apropriados para obter mais informações.9-13

XII CARACTERÍSTICAS DO DESEMPENHO
Num estudo realizado por Rastogi et al. no instituto Pasteur, os resultados do teste de sensibilidade a fármacos obtidos em Ágar 7H11 
foram comparáveis com um método radiométrico, utilizando o sistema BD BACTEC 460TB. Além disso, a investigação justificou a 
escolha do Ágar 7H11 em relação ao Ágar Lowenstein-Jensen para testes de sensibilidade a fármacos convencionais.14

XIII APRESENTAÇÃO
N.º de cat. Descrição
221870 BD BBL Seven H11 Agar (Deep Fill)
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