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PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE (Opcional)

I  INTRODUCAO
O Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol (caldo de Middlebrook 7H9 com glicerol) € um meio de
cultura ndo selectivo para o cultivo de micobactérias.

Il PROCEDIMENTO DO TESTE DE DESEMPENHO
A. Procedimento para a preparac¢ao de inéculos

1. Inocular os tubos inclinados do Meio de Lowenstein-Jensen com culturas em stock das
estirpes das micobactérias pertinentes utilizando varetas do inocula¢do esterilizadas.

2. Incubar os tubos com as tampas soltas numa atmosfera aerébia suplementada com
dioxido de carbono (5-10%) 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 ndo
incluir o meio de cultura com a colheita de células.

a. Para o 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 suspensdo ficar sem
aglomerados de grande dimenséao.

(3) Comparar esta suspensdo com um nefelémetro padrdo McFarland no. 1. A
suspensdo devera apresentar uma turvacdo 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 dimenséo assentem na parte inferior.

(5) Transferir o liquido sobrenadante para um recipiente esterilizado.

(6) Ajustar a turvacio da suspensdo para o padrdo McFarland no. 1 (10° CFU/mL),
adicionando lentamente Caldo Middlebrook 7H9 com glicerol estéril. Misturar bem.

(7) Diluir para 10° CFU/mL antes de utilizar. Misturar bem e inocular o meio de
teste utilizando uma ansa calibrada de 0,01 mL.

b. Para todas as estirpes de micobactérias:

(1) Transferir a cultura para um tubo de centrifugacao esterilizado de 50 mL com
tampa de rosca contendo de 8 a 12 esferas de vidro estéreis (2 mm de diametro)
e 5 mL de Diluente Mycobacterium preparado da seguinte forma:

e Misturar os ingredientes apresentados em seguida num frascode 1 L e
ajustar o pH, utilizando 1-N-hidréxido de sédio, de 6,7 para 7,0.
Albumina bovina (sem acido gordos)..... 1,09
Polisorbato 80 .........cooveveeeeiiiiiiieiieeeeeeeee 0,1 mL
Agua purificada ......cccceeeeeeveneeiiens 500 mL

e  Esterilizar por filtragdo por membrana (filtro de 0,2 )

¢ Distribuir de forma aséptica, em quantidades de 5,5 mL, em tubos de
centrifugacdo esterilizados com tampas de rosca.

(2) Emulsionar o crecimiento das micobatérias na parede lateral de um tubo de
centrifugacdo com tampa de rosca utilizando uma vareta aplicadora. Misturar a
cultura com o diluente.

(3) Tapar o tubo e misturar em “vortex” durante aproximadamente 10 min até a
cultura ficar devidamente suspensa e sem agregados de grande dimensao.

(4) Adicionar 15 mL de Diluente Mycobacterium estéril e misturar bem.

(5) Comparar esta suspensdo com um nefelémetro padrao McFarland no. 1. A
suspensdo deverd apresentar uma turvagao superior a do padrao.

(6) 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.
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(7) Aspirar o liquido sobrenadante e transferi-lo para um recipiente esterilizado. A
suspensdo devera apresentar uma turvacao superior a do padrdo McFarland no.
1 e ndo devera apresentar particulas de grande dimensao. 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.

(8) Ajustar a turvacio da suspensdo para o padrdo McFarland no. 1 (10° CFU/mL),
adicionando lentamente Diluente Mycobacterium estéril. Misturar bem.

(9) Distribuir aliquotas da suspensdo em frascos de congelacdo com uma etiqueta
indicando a identificacdo dos organismos e a data da preparagao.

(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 utilizacdo, remover o frasco congelado do congelador e
descongelar rapidamente o conteldo, colocando o tubo em banho maria com
uma temperatura entre 30 e 35°C. Diluir para 10° CFU/mL antes de utilizar.
Misturar bem e inocular o meio de teste utilizando uma ansa calibrada de 0,01
mL.

Procedimento para testar o meio

1.

Inocular as amostras representativas com as culturas listadas abaixo.

a. Utilizando ansas de inoculacdo esterilizadas descartaveis de 0,01 mL, inocular os
tubos utilizando culturas preparadas através do método descrito em cima.

b. Incubar os tubos com as tampas soltas a 35 + 2°C numa atmosfera aerdbia
suplementada com diéxido de carbono.

Examinar os tubos apds 7, 14 e, se necessério, 21 dias para observar o crescimento e

pigmentacéao.

Resultados esperados

Microrganismos de controlo do CLSI

*Mycobacterium tuberculosis ......... Crescimento
H37Ra ATCC 25177

*Mycobacterium kansasii, ................ Crescimento
Grupo | ATCC 12478

*Mycobacterium scrofulaceum, ....... Crescimento
Grupo Il ATCC 19981

*Mycobacterium intracellulare, ....... Crescimento
Grupo Il ATCC 13950

*Mycobacterium fortuitum, ............. Crescimento

Grupo IV ATCC 6841

*Estirpe de organismo recomendada para o Controlo de Qualidade pelo Utilizador.

CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL

Examinar os tubos como descrito em “Deterioracdo do Produto”.

Examinar visualmente os tubos representativos para se certificar de que quaisquer defeitos
fisicos existentes ndo irdo interferir com a utilizagao.

Incubar os tubos representativos ndo inoculados numa atmosfera aerébia a uma
temperatura de 20 — 25°C e 30 - 35°C e examinar apos 7 dias para verificar se apresentam
contaminac¢do microbiana.

1.

2.

3.

INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

UTILIZACAO PRETENDIDA

O Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol (caldo de Middlebrook 7H9 com glicerol) € um meio
suplementado que suporta o crescimento de micobactérias, incluindo a M. tuberculosis. Este
meio é principalmente utilizado para o crescimento de culturas puras de micobactérias para
serem utilizadas em estudos laboratoriais.

RESUMO E EXPLICACAO

Middlebrook e seus colaboradores desenvolveram a formulacdo da base do caldo 7H9 ao mesmo
tempo que inventaram a base de agar 7H10."> Ambos os tipos de meios suportam o crescimento
de espécies de micobactérias, quando suplementados com nutrientes como, por exemplo, o
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glicerol, 4cido oleico, albumina e dextrose, a excep¢do no caso de M. bovis que é inibida pelo
glicerol.

Este meio é utilizado na preparac¢do de indculos para ensaios antimicrobianos, como um meio
basal para os testes bioquimicos e para a repicagem de estirpes derivadas.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

Os varios sais inorganicos neste meio fornecem substancias essenciais ao crescimento das
micobactérias. O citrato de sédio, quando convertido em acido citrico, serve para manter
determinados catides inorganicos na solucdo. O cloreto de sédio, albumina bovina, dextrose e
catalase sdo componentes do suplemento de enriquecimento Middlebrook ADC Enrichment. A
albumina actua como agente protector, ligando-se aos acidos gordos livres que podem ser
toxicos para as espécies de Mycobacterium. A catalase destréi os peroxidos tdxicos que possam
estar presentes no meio. A dextrose é uma fonte de energia. O Cloreto de sédio fornece os
electrolitos essenciais. O meio suplementado com glicerol melhora o crescimento das
micobactérias.

REAGENTES

Middlebrook 7H9 Broth

Férmula Aproximada* por Litro de Agua Purificada
Fosfato MONOPOLASSICO ...eevvvevrireieeeeerce e
Fosfato dissOAICO......cceiuuriiieeieecieee e
Glutamato monossddico . .
Citrato de SO0 ......ueeeeeieeciiiee e
Sulfato de amoénia........ccccceeeeeiieiciiee e
PIridOXiNa....ccc e
Citrato de amoénia ferrico.......coceevveeeeiiieeiciieeecieees 0,04
Sulfato de magnésio .... .
Sulfato de ZiNCO......ccciieiciee s
Sulfato de cobre
Biotina ........cceeueee. ..0,5 mg
Cloreto de célcio 0,5 mg

QuUuuouuuouwuuuwu

«Q

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

O meio completo dentro de tubos preparados, além dos ingredientes apresentados em cima,
contém por cada litro 2 mL de glicerol e os componentes do suplemento de enriquecimento
ADC, nomeadamente:

Cloreto de sOdio .......cceviiiiiiiiiiic e 085 g
Albumina bovina (frac¢@o V) ...cccvevevvceereeeeeeeee g

Dextrose.......cccovveeiiieieiiiineenns . g
Catalase .. ..4,0 mg
Piruvato de sOdio........ccccevceeiiiiiiiiiiic e g

Adverténcias e Precaucoes
Para diagndstico in vitro.

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

Para as manipula¢des de amostras clinicas que produzem produtos ndo-aerosséis, tal como a
preparacdo de esfregagos com coloracdo acida rapida, sdo exigidas praticas e procedimentos,
equipamento de contencdo e instalacées de Nivel 2 de Biosseguranca. Todas as actividades que
geram aerossois tém que ser executadas numa cadmara de seguranca biolégica de Classe | ou Il
Para as actividades laboratoriais de propagacdo e manipulacdo de culturas de M. tuberculosis e
M. bovis, séo exigidas praticas, equipamento de contencdo e instala¢gdes de Nivel 3 de
Biosseguranca. Os estudos animais também exigem procedimentos especiais.’

Cumprir as precaucdes estabelecidas contra riscos microbiolégicos em todos os procedimentos.
Apos a utilizacdo e antes de serem eliminados, esterilizar em autoclave os tubos preparados, os
recipientes das amostras e outros materiais contaminados.
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Instrucoes de armazenamento

Apos a recepgdo, armazenar os tubos no escuro a uma temperatura entre 2 e 8°C. Evitar congelar
e aquecer excessivamente. Abrir apenas quando estiver pronto a utilizar. Minimizar a exposi¢do
a luz. Os meios que se encontram dentro de tubos que sejam armazenados conforme indicado
no rotulo, até pouco antes de serem utilizados, podem ser inoculados até ao fim do prazo de
validade e incubados durante o periodo de incubacdo recomendado (até 8 semanas para os
meios de de micobacteriologia). Antes da inocula¢do, deixar o meio aquecer até a temperatura
ambiente.

Deterioracao do produto
Nao utilizar os tubos que apresentem sinais de contaminacdo microbiana, descoloracao, secura
ou outros sinais de deterioracao.

COLHEITA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

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

PROCEDIMENTO

Material fornecido
Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol

Materiais necessarios mas nao fornecidos
Meios de cultura auxiliares, reagentes, organismos de controlo de qualidade e equipamento de
laboratério conforme necessario.

Procedimento do teste
Cumprir as técnicas assépticas.

Apds a inoculacdo, colocar os tubos num sistema adequado que forneca uma atmosfera aerébia
enriquecida com 5-10% de dioxido de carbono. Incubar a 35 + 2°C durante no maximo 8
semanas. Os tubos deverao ter as tampas desapertadas durante as primeiras 3 semanas para
permitir a circulacdo do diéxido de carbono necessario para iniciar o crescimento. Decorrido este
periodo, apertar as tampas para evitar a desidratacdo, desapertando durante alguns instantes
uma vez por semana.

Controlo de qualidade pelo utilizador
Consultar “Procedimentos de controlo de qualidade.”

Cada lote de meio foi testado com microrganismos de controlo de qualidade adequados e estes
testes cumprem as especificagdes do produto e as normas CLSI, quando aplicaveis. Como é
norma, os testes de CQ devem ser realizados de acordo com os regulamentos locais, distritais,
federais ou nacionais, os requisitos de acreditacdo e/ou os procedimentos padrédo de controlo de
qualidade do laboratério.

RESULTADOS

As culturas deverdo ser lidas no periodo de 5 a 7 dias apds a inocula¢do e, a partir dai, uma vez
por semana durante 8 semanas. O crescimento de micobactérias dos tubos do caldo pode ser
utilizado para procedimentos de testes laboratoriais adicionais, conforme seja considerado
necessario.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Para serem identificados, os organismos tém que estar numa cultura pura. Devem realizar-se
testes morfologicos, bioquimicos e/ou seroldgicos para uma identificagdo final. Consultar os textos
apropriados para obtencdo de informacées detalhadas e procedimentos recomendados.””

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes da entrega, todos os lotes de Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol (caldo de Middlebrook
7H9 com glicerol) sdo testados quanto as suas caracteristicas de desempenho. Utilizando uma ansa
calibrada de 0,01 mL, as amostras representativas do lote sdo inoculadas com culturas diluidas
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para conterem 10°unidades formadoras de colénias (CFU) por cada 0,01 mL de Mycobacterium
kansasii Grupo | (ATCC 12478), M. scrofulaceum Grupo Il (ATCC 19981), M. intracellulare Grupo Il
(ATCC 13950), M. fortuitum Grupo IV (ATCC 6841) e M. tuberculosis (ATCC 25177). Apds a
inoculacdo, os tubos sdo incubados com as tampas soltas a 35 + 2°C numa atmosfera
suplementada com diéxido de carbono entre 5 a 10%. Os tubos sdo lidos para verificar o
crescimento ap6s 7, 14 e 21 dias de incubac¢do. Todas os organismos apresentam um crescimento
moderado a elevado ao fim de 21 dias.

APRESENTACAO
N.° de Cat. Descricao
221832 BD BBL Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol, 5 mL
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