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UTILIZAGCAO PREVISTA

O BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (meio de Lowenstein-Jensen mais PACT) destina-se ao cultivo de Mycobacterium
tuberculosis e outras espécies de micobactérias.

RESUMO E EXPLICAGAO

O BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (meio de Lowenstein-Jensen mais PACT) € um meio com base de ovo que contém
antimicrobianos. Segundo a norma DIN 58943-3 “Diagnosis of tuberculosis — Part 3: Detection of mycobacteria by culture methods”
(Diagnéstico de tuberculose — Parte 3: Detecgdo de micobactérias por métodos de cultura) recomenda-se a utilizagdo de um meio
com base de ovo suplementado com antimicrobianos como, por exemplo, polixina B 200.000 unidades/L, anfotericina B 10 mg/L,
carbenicilina 50 mg/L e trimetoprim 10 mg/L (PACT) para o meio de cultura com base de ovo'

Lowenstein formulou originalmente um meio para cultivo de micobatérias ao qual foram incorporados vermelho congo e

verde malaquite para a inibigdo parcial de outras bactérias2:3 Estes corantes foram utilizados de forma semelhante por outros
investigadores, particularmente Sonnenschein4 e Hohn3. Nos Estados Unidos os meios de genciana violetas de Corper® e Petroff?
foram bastante referenciados assim como o meio de Petragnani, que continha verde malaquite. A presente formula, desenvolvida
por Jensen®, contém um teor ligeiramente diferente de citrato e fosfato, ndo contém vermelho congo e possui uma concentragéo
elevada de verde malaquite.

Em 1972, Mitchison et. al. desenvolveram um meio selectivo para micobactérias adicionando polixina B, anfotericina B,
carbenicilina e lactato de trimetoprim ao Agar de Middlebrook e Cohn 7H10° O BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (meio
Lowenstein-Jensen + PACT) utiliza a mesma combinacéo de agentes selectivos.

PRINCIiPIOS DO PROCEDIMENTO

Abase do Meio de Lowenstein-Jensen consiste numa formulagéo relativamente simples que necessita de ser suplementada para suportar o
crescimento de micobactérias. O glicerol e a mistura de ovo s&o adicionados antes do processo de espessamento. Estas substancias fornecem
os acidos gordos e proteinas necessarios para o metabolismo das micobactérias. A coagulagdo da albumina de ovo durante a esterilizagdo
fornece um meio solido para fins de inoculagdo. A asparagina € adicionada para fomentar a inibigdo do crescimento e aumentar a velocidade de
crescimento. A inibigao parcial das bactérias € obtida com a presenga do corante verde malaquite.

A natureza selectiva do BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (meio de Lowenstein-Jensen mais PACT) deve-se a incorporagéo
de polixina B, anfotericina B, carbenicilina e lactato de trimetoprim na sua formula. A carbenicilina € uma penicilina sintética, que
tem um efeito bactericida nas bactérias gram-negativas, em especial a Pseudomonas aeruginosa e Proteus sp., inibindo a sintese
das paredes celulares.’0 A polixina B é um antibiético polipéptido que € inibidor de bactérias gram-negativas devido aos danos

que causa nas membranas plasmatica, afectando a permeabilidade das células.’0 A anfotericina B é um antibidtico heptaeno

que é activo na inibicao de fungo, alterando a permeabilidade das membranas das células, que contém composto ou ergosterol,
permitindo assim a permeacgéo de varios compostos micromoleculares na célula.’ O trimetoprim inibe a sintese do acido félico nas
bactérias gram-positivas que necessitam de acido félico.12

REAGENTES

BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT (meio de Lowenstein-Jensen mais PACT)
Formula Aproximada* por Litro

Amido de batata ..........coooiiiiiiii 18,60 g
L-ASParaging .........ccoeeieienieeiieesiee st 223 g
Fosfato de potassio monobasico... 1,55 g
Citrato de sédio ... ..0,37 g
Verde malaquite...... ..0,25 g
Sulfato de magnésio............cocvevieiiiiiiiiiie e 0,15 g
GHCEIOI ... 7,44 mL
Ovos inteiros..... ..620,00 mL
Agua purificada........c.coceeveeeceeiecceeeeeeeee e 373,00 mL
Polimixina B....... ..200.000,00 LU
ANfOLEriCiNg B .......ooviiiiiiiii e 10,00 mg
Carbeniciling .........cccuviieiiieic e 100,00 mg
TrMELOPIIM . 10,00 mg

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

Adverténcias e precaugoes

Para utilizagao em diagndstico in vitro.

Os tubos que tém as tampas fechadas devem ser abertos com cuidado para evitar lesdes provocadas pela quebra do vidro.



Nas amostras clinicas podem existir microrganismos patogénicos, incluindo virus de hepatites e o virus da imunodeficiéncia
humana. No manuseamento de todos os itens contaminados com sangue e outros fluidos corporais, devem ser seguidas as
“Precaugbes Padrao”13-16 e as linhas de orientagdo da instituigdo. Antes de se proceder a eliminagao, esterilizar em autoclave os
recipientes das amostras e qualquer outro material contaminado.

Para as manipulagdes de amostras clinicas que produzem produtos ndo-aerossois, tal como a preparagéo de esfregacos

com coloragdo acida rapida, séo exigidas praticas e procedimentos, equipamento de contencao e instalagbes de Nivel 2 de
Biosseguranca. Todas as actividades que geram aerossois tém que ser executadas numa camara de seguranga bioldgica de
Classe | ou Il. Para as actividades laboratoriais de propagacdo e manipulacéo de culturas de M. tuberculosis e M. bovis, sédo
exigidas praticas, equipamento de contencao e instalagdes de Nivel 3 de Biosseguranga. Os estudos animais também exigem
procedimentos especiais. 5

Instrugcoes de armazenamento

Apos a recepgao, armazenar os tubos no escuro a uma temperatura entre 2 a 8 °C. Evitar congelar e aquecer excessivamente.
Abrir apenas quando estiver pronto a utilizar. Os meios que se encontram dentro de tubos que forem armazenados conforme
indicado no rétulo, até pouco antes de serem utilizados, podem ser inoculados até ao fim do prazo de validade e incubados durante
o periodo de incubagédo recomendado. Minimizar a exposi¢ao a luz.

Deterioragao do produto

Nao utilizar os tubos que apresentem sinais de contaminagdo microbiana, descoloragéo, secura ou outros sinais de deterioragéo.

COLHEITA E MANIPULAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras adequadas para cultura podem ser manipuladas com diversas técnicas. Para obter informacdes mais detalhadas,
consulte os textos apropriados.’7.18 As amostras devem ser colhidas antes de serem administrados os agentes antimicrobianos.
Devem tomar-se providéncias para a entrega imediata no laboratorio.

PROCEDIMENTO

Material fornecido: Lowenstein-Jensen Medium + PACT

Materiais necessarios mas nao fornecidos: Meio de cultura auxiliar, reagentes, organismos de controlo da qualidade e
equipamento de laboratério auxiliar conforme necessario para este procedimento.

Procedimento do teste: Cumprir as técnicas assépticas.

Os procedimentos de teste s&o os recomendados pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para o isolamento
primario de espécies que contenham micobactérias.!® E recomendada uma solugdo de N-acetil-L-cisteina-hidroxido de sédio
(NALC-NaOH) como agente de digestao e descontaminacgédo suave, mas eficaz. Para obter as instrugdes detalhadas de
descontaminagao e cultura, consultar a bibliografia apropriada.18-21

Apos a inoculagado, manter os recipientes de teste protegidos da luz e colocados num sistema adequado que fornega uma
atmosfera aerébia enriquecida com diéxido de carbono entre 5 a 10%. Incubar a 35 + 2 °C.

Os meios deverao ser incubados num plano horizontal até o indculo ser absorvido. Os tubos deverao ter as tampas de rosca
desapertadas durante as primeiras 3 semanas para permitir a circulagéo do diéxido de carbono necessario para iniciar o
crescimento. Decorrido este periodo, apertar as tampas para evitar a desidratacéo, desapertando durante alguns instantes uma vez
por semana. Colocar os tubos na posicao vertical se existirem problemas de espago.

NOTA: As culturas de lesdes cutaneas suspeitas de serem M. marinum ou M. ulcerans deverao ser incubadas a uma temperatura

entre 25 a 33 °C para o isolamento primario; as culturas nas quais se suspeite a existéncia de M. avium ou M. xenopi apresentam um
crescimento optimo a uma temperatura entre 40 a 42 °C.19 Incubar uma cultura em duplicado a uma temperatura entre 35 e 37 °C.

CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR

1. Inocular os tubos inclinados de Lowenstein-Jensen Medium (meio de Lowenstein-Jensen) com culturas de reserva das estirpes
das micobactérias pertinentes utilizando varetas de inoculagao esterilizadas.

2. Incubar os tubos com as tampas soltas numa atmosfera aerdbia suplementada com dioxido de carbono a 35 + 2 °C até que
seja obtido um crescimento elevado (normalmente no periodo de 2 a 3 semanas).

3. Proceder a colheita da cultura com uma vareta aplicadora esterilizada e pontiaguda, removendo suavemente as células da
superficie do meio e com muito cuidado para nao incluir o meio de cultura com a colheita de células.

A. Para Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:

1) Transferir a cultura para o 5,0 mL de Caldo de Middlebrook 7H9 com glicerol num tubo de vidro esterilizado com tampa
de rosca contendo esferas de vidro estéreis.

2) Misturar bem num vortex (durante alguns minutos) até a suspensao ficar sem aglomerados de grande dimensao.

3) Comparar esta suspensdo com um nefeldmetro padrédo McFarland #1. A suspenséo devera apresentar uma turvagao
superior a do padrao.

4) Colocar o tubo num suporte durante 2 a 3 h a temperatura ambiente para permitir que as particulas de grande dimensao
assentem na parte inferior.

5) Transferir o liquido sobrenadante para um recipiente esterilizado.

6) Ajustar a turvagéo da suspenséo para o padrdo McFarland 1, adicionando lentamente Caldo Middlebrook 7H9 com
glicerol estéril. Misturar bem.

7) Diluir para 105 CFU/mL antes de utilizar. Misturar bem e inocular em tiras o meio de teste utilizando uma ansa calibrada
de 0,01 mL.



B. Para as restantes estirpes de micobatérias:

1)

9)

Transferir a cultura para um tubo de centrifugagéo esterilizado com de 50 mL com tampa de rosca 8 contendo 12 esferas

de vidro estéreis (2 mm de didmetro) e 5 mL de Diluente Mycobacterium preparado da seguinte forma:

a. Misturar os ingredientes apresentados em seguida num frasco de 1 L e ajustar o pH, utilizando 1-N-hidéxido de
sédio, de 6,7 para 7,0

Albumina bovina (sem acidos gordos) 109
Polisorbato 80 0,1 mL
Agua purificada 500,0 mL

b. Esterilizar por filtragdo por membrana (filtro de 0,2 p)
c. Distribuir de forma asséptica, em quantidades de 5,5 mL, em tubos esterilizados com tampas de rosca.

Emulsionar o crescimento das micobatérias na parede lateral de um tubo de centrifugagdo com tampa de rosca
utilizando uma vareta aplicadora. Misturar a cultura com o diluente.

Tapar o tubo e misturar em vortex durante aproximadamente 10 min até a cultura ficar devidamente suspensa e sem
agregados de grande dimensé&o.

Adicionar 15 mL de Diluente Mycobacterium estéril e misturar bem.

Comparar esta suspensao com um nefelémetro padréao McFarland #1. A suspensao devera apresentar uma turvagao
superior a do padréo.

Colocar o tubo num suporte durante 2 a 3 h a temperatura ambiente para permitir que as particulas de grande dimenséo
assentem na parte inferior.

Aspirar o liquido sobrenadante e transferi-lo para um recipiente esterilizado. A suspensao devera apresentar uma
turvagéo superior a do padrao McFarland 1 e n&o devera apresentar particulas de grande dimenséo. Se ainda se
verificar a existéncia de particulas de grande dimensao, misturar e deixar repousar por mais uma 1 h. Transferir o
liquido sobrenadante para um recipiente esterilizado.

Ajustar a turvacao da suspenséo para o padréo McFarland 1, adicionando lentamente Diluente Mycobacterium estéril.
Misturar bem.

Distribuir aliquotas da suspenséo em frascos de congelagdo com uma etiqueta indicando a identificacéo dos organismos
e a data da preparagéo.

10) Congelar as suspensdes colocando os frascos num congelador de baixa temperatura a —60 °C. Os frascos podem ser

armazenados durante 6 meses, no maximo.

11) Quando for a altura da utilizagéo, remover o frasco congelado do congelador e descongelar rapidamente o conteudo,

colocando o tubo em banho maria com uma temperatura entre 30 e 35 °C. Diluir para 105 CFU/mL antes de utilizar.
Misturar bem e inocular em tiras o meio de teste utilizando uma ansa calibrada de 0,01 mL.

4. Incubar os tubos com as tampas soltas a 35 + 2 °C numa atmosfera aerdébia suplementada com diéxido de carbono.
5. Examinar os tubos apos 7, 14 e 21 dias para observar o crescimento, selectividade e pigmentagéo.
6. Resultados esperados

ORGANISMO RECUPERAGAO
Mycobacterium tuberculosis H37Ra ATCC 25177 Boa

Mycobacterium kansasii, Grupo | ATCC 12478 Boa

Mycobacterium fortuitum, Grupo IV ATCC 6841 Boa

Escherichia coli ATCC 25922 Inibigéo parcial a completa

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditagao locais
e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padréao de controlo de qualidade do laboratério. E recomendado que o utilizador
consulte as normas CLSI e CLIA relativamente as praticas de controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS

As culturas deverao ser lidas no periodo de 5 a 7 dias ap6s a inoculagao e, a partir dai, uma vez por semana durante 8 semanas.

Observacgdes sobre o registo:

1.  Numero de dias necessarios para as colonias ficarem macroscopicamente visiveis. Os organismos de crescimento rapido
apresentam coldnias maduras ao fim de 7 dias; os organismos de crescimento lento necessitam de um periodo superior a 7
dias para formar colonias maduras.

2. Producéo de pigmentos
Branco, creme ou amarelo claro = Nao-cromogénio (NC)

Amarelo limao, cor-de-laranja, vermelho = Cromogénio (Ch)
Os esfregacos sujeitos a coloragéo poderao apresentar bacilos com coloragao acida rapida, que sao registados apenas como
“bacilos corados pela coloragao acida rapida,” excepto se foram realizados testes definitivos.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Para serem identificados, os organismos tém que estar numa cultura pura. Devem realizar-se testes morfoldgicos, bioquimicos
e/ou serolégicos para uma identificagéo final. Consultar os textos apropriados para obtengéo de informagdes detalhadas e
procedimentos recomendados. 7. 18, 22



CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes da entrega, todos os lotes de Lowenstein-Jensen Medium + PACT (meio de Lowenstein-Jensen + PACT) sdo testados
quanto as suas caracteristicas especificas do produto. Utilizando uma ansa calibrada de 0,01 mL, as amostras sdo inoculadas em
tiras com as culturas seguintes diluidas de forma a conterem 103 unidades formadoras de coldnias (CFU) por cada 0,01 mL de
Mycobacterium kansasii Grupo | (ATCC 12478), M. fortuitum Grupo IV (ATCC 6841) e M. tuberculosis (ATCC 25177); a Escherichia
coli (ATCC 25922) é diluida de forma a conter 104 CFU por cada 0,01 mL e é inoculada da mesma forma. Apos a inoculagéo, os
tubos s&o incubados com as tampas soltas a 35 + 2 °C numa atmosfera suplementada com diéxido de carbono entre 5 a 10%.

Os tubos séao lidos para verificar o crescimento e a pigmentagéo apés 7, 14 e 21 dias de incubagéo. Todas as micobactérias
apresentam um crescimento moderado a elevado ao fim de 21 dias. A morfologia das coldnias é a seguinte: A M. kansasii
apresenta colonias suaves de cor creme quando crescem no escuro, tornando-se amarelas limao brilhante a cor-de-laranja quando
expostas a luz e a M. tuberculosis e M. fortuitum apresentam uma cor creme (M. fortuitum podera apresentar um tom esverdeado
devido a absorgao do corante). A E. coli apresenta nenhum crescimento a crescimento razoavel ao fim de 14 dias de incubagéo.

APRESENTAGAO

N.°de Cat. Descrigao
220502 BBL Lowenstein-Jensen Medium + PACT, Caixa de 100 tubos tamanho A
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