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PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE (Opcional)

INTRODUGAO

O Sabouraud Dextrose Agar (Agar dextrose Sabouraud) € um meio n&o selectivo para cultura e manutengao de fungos
patogénicos e ndo patogénicos, especialmente dermatdfitos. A selectividade é conseguida através da adigao de cloranfenicol.

PROCEDIMENTO DO TESTE DE DESEMPENHO

1. Liquefaga o Sabouraud Dextrose Agar Deeps em tubos A, aquecendo-os em agua a ferver.* Arrefega até 45 — 50°C, verta
para placas de Petri e deixe solidificar durante pelo menos 30 min.

*NOTA: Nao se recomenda a utilizagado do forno de microondas.
2. Inocule as amostras representativas com as culturas listadas abaixo.

a. Utilizando culturas de fungos em meio liquido (com um maximo de 7 dias), semeie, fazendo riscas sobre a superficie
do agar com uma ansa calibrada de 0,01 mL. Para a Escherichia coli, inocule uma ansa utilizando diluicdes de 10" de
culturas em Trypticase Soy Broth com 18 a 24 horas.

b. Incube os recipientes de teste a uma temperatura entre 25 e 30°C numa atmosfera aerébia. As tampas dos tubos e
frascos com meios devem ser desapertadas.

c. Inclua agares inclinados de Sabouraud Dextrose Agar como controlos néo selectivos quando estiverem a ser testados
meios de Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol (Agar dextrose Sabouraud com cloranfenicol).

NOTA: Trabalhe com o A. brasiliensis (ATCC 16404) numa camara de seguranga biolégica.

3. Examine os recipientes durante um periodo maximo de 7 dias, verificando se existe crescimento e pigmentagéao, e
observando a selectividade no meio que contém cloranfenicol.

4. Resultados esperados

Para Sabouraud Dextrose Agar

Microrganismos de controlo do CLSI (Estirpes ATCC)

*Candida albicans (60193).........ccccccerviieeineenene Crescimentoa 72 h
*Trichophyton mentagrophytes (9533) Crescimento a 72 h
Para Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol

*Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 ................ Crescimento
*Candida albicans ATCC 10231 .......ccccoeeveennnen. Crescimento
*Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533....... Crescimento
*Escherichia coli ATCC 25922..........c.ccceveeuen. Inibigdo (parcial a completa)

*Estirpe do microrganismo recomendada para o controlo de qualidade do utilizador.

CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL

1. Examine os tubos ou os frascos como descrito em “Deterioragéo do Produto”.

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

3. Determine o pH, através de potenciometria, a temperatura ambiente, para cumprimento da especificagéo de pH de
5,6 +0,2.

4. Incube os tubos ou frascos representativos nao inoculados de 20 a 25°C e de 30 a 35°C e examine-os apos 7 dias,
verificando se existe contaminagdo microbiana.

INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

UTILIZACAO PRETENDIDA

O Sabouraud Dextrose Agar ¢ utilizado em procedimentos qualitativos para cultura de dermatéfitos. O meio tornou-se mais
selectivo para os fungos pela adi¢do de cloranfenicol.

RESUMO E EXPLICAGAO

O Sabouraud Dextrose Agar € um meio de utilizagdo geral concebido por Sabouraud para a cultura de dermatéfitos.’ O pH
baixo, de aproximadamente 5,6, é favoravel ao crescimento de fungos, especialmente de dermatdfitos, e ligeiramente inibidor
para bactérias contaminantes que possam estar presentes em amostras clinicas.>* A adicao de cloranfenicol € uma
modificagdo concebida para aumentar a inibigdo bacteriana e permitir o isolamento de fungos oportunistas em amostras
contaminadas. Estes fungos sao responsaveis por infecgdes clinicas semelhantes as dos fungos dermatéfitos, embora sejam
sensiveis a cicloheximida incluida em alguns meios para fungos selectivos.**

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O Sabouraud Dextrose Agar € um meio de peptona suplementado com dextrose para suporte do crescimento de fungos. As
peptonas séo fontes de factores de crescimento nitrogenados. A dextrose proporciona uma fonte de energia para o
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desenvolvimento de microrganismos. O cloranfenicol € um antibiético de largo espectro, que inibe uma grande variedade de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, quando adicionado & formulagzo.’
VIl REAGENTES
Sabouraud Dextrose Agar
Férmula* aproximada por litro de agua purificada

Hidrolisado pancreatico de caseina ..........cccccocveeenieeenns 509
Hidrolisado péptico de tecido animal ............ccccceeeiiiennins 509
DEXITOSE ...oeiiiiiiiiiie et 40,0 g
AQAT oo s 1509

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

O Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol contém 0,05 g de cloranfenicol além dos ingredientes acima indicados.
Adverténcias e precaugoes

Para diagnostico in vitro.

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

Nas amostras podem existir microorganismos patogénicos, incluindo os virus das hepatites e o virus da imunodeficiéncia
humana. No manuseamento de todos os itens contaminados com sangue e outros fluidos corporais, devem ser seguidas as
“Precaucbes padr:?io"S‘g e as linhas de orientagéo da instituicdo. Apds a utilizagéo e antes de serem eliminados, esterilize em
autoclave os tubos preparados, recipientes de amostras e outros materiais contaminados.

Instrugées de armazenamento

Ap0ds a recepgédo, armazene os tubos em local escuro entre 2 e 8°C. Evite congelar ou aquecer excessivamente. Abra apenas
quando estiver pronto a utilizar. Minimize a exposigado a luz. Os meios que se encontram dentro de tubos, 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 incubagao recomendado (até 6 semanas para os meios de micologia). Antes da inoculagéo,
deixe o meio aquecer até a temperatura ambiente.

Deterioragao do produto

N&o utilizar os tubos que apresentem sinais de contaminagéo microbiana, descoloragéo, secura ou outros sinais de
deterioragao.

VIl COLHEITA E PREPARAGAO DE AMOSTRAS

As amostras adequadas para cultura podem ser Preparadas utilizando vérias técnicas. Para obter informacdes
pormenorizadas, consulte os textos apropriados.'®'" As amostras devem ser obtidas antes de serem administrados agentes
antimicrobianos. Devem tomar-se as providéncias necessarias para a entrega imediata no laboratério.

IX PROCEDIMENTO
Material fornecido
Sabouraud Dextrose Agar ou
Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol
Material necessario mas nao fornecido

Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e equipamento laboratorial, conforme
necessario.

Procedimento do teste

Utilize técnicas assépticas.

Liquefaga o agar contido nos tubos A, aquecendo-os em agua a ferver*, arrefeca até 45 — 50°C e verta para placas de Petri.
Deixe solidificar durante, pelo menos, 30 min.

Com as placas e frascos, utilize uma ansa de inoculacao estéril para semear a amostra, fazendo riscas sobre o agar, de forma
a obter coldnias isoladas, o mais rapidamente possivel apds a recepgéo no laboratério. Consulte as referéncias bibliograficas
adequadas para obter informactes sobre o processamento e inoculagdo de outras amostras.>*

Os tubos com agar inclinado preparado destinam-se sobretudo a ser utilizados com culturas puras para manutengéo ou
outros fins.

Os meios podem ser inoculados até ao fim do prazo de validade e incubados até um periodo de 6 semanas.

Para o isolamento de fungos a partir de amostras potencialmente contaminadas, deve cultivar-se um meio selectivo em
conjunto com um meio nao selectivo. Incube os recipientes a uma temperatura entre 25 e 30°C com humidade aumentada.
Todas as culturas devem ser examinadas uma vez por semana, pelo menos, verificando se existe crescimento de fungos.
Devem manter-se durante 4 a 6 semanas antes de se apresentarem resultados negativos.

*NOTA: Nao se recomenda a utilizagao do forno de microondas.

Controlo de qualidade pelo utilizador

Consulte “Procedimentos do 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 acreditagdo e/ou os procedimentos
padréo de controlo de qualidade do laboratério.
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Devera ser utilizado um unico eléctrodo de tamanho suficientemente pequeno que caiba nos tubos para determinar o pH,
através de potenciometria, dos meios em tubo e frasco e da marca Mycoflask. A ponta do eléctrodo deve estar posicionada
na zona central da superficie do agar num meio semi-sélido ou solido.

RESULTADOS

Apd6s uma incubagao suficiente, os recipientes devem exibir colénias isoladas nas areas que foram semeadas com riscas e
um crescimento confluente nas areas de inoculagdo intensa.

Podera ser necessaria a transferéncia da cultura do agar inclinado para meios em placa, de forma a obter culturas puras de
fungos.

Examine os recipientes, verificando se existem colénias de fungos que exibam a morfologia microscépica e de colonias
tl'picas.“’12 Devem realizar-se testes bioquimicos e procedimentos serolégicos para confirmar os resultados.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Alguns fungos (p. ex., Blastomyces dermatitidis) poderdo nado ser isolados neste meio devido ao elevado teor em hidratos de
carbono.”

Para serem identificados, os organismos tém que estar numa cultura pura. Devem realizar-se testes morfoldgicos, bioquimicos
e/ou serolégicos para uma identificagéo final. Para obter informagbes pormenorizadas e sobre os procedimentos
recomendados, consulte os textos apropriados.'®""

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Sabouraud Dextrose Agar

Antes de serem comercializados, todos os recipientes de Sabouraud Dextrose Agar sao testados relativamente as
caracteristicas do desempenho. Utilizando uma ansa calibrada de 0,01 mL, s&do inoculadas amostras representativas do lote
com culturas recentes de fungos Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533) e Candida albicans (ATCC 60193) em meio
liquido. Os recipientes s&o observados, relativamente ao crescimento e pigmentagao das colonias, apds 2, 5 e 7 dias de
incubagao entre 25 e 30°C. A C. albicans demonstra um crescimento razoavel a elevado com coldnias de cor branca a bege.
O T. mentagrophytes demonstra um crescimento razoavel a elevado com coldnias de cor branca, bege ou castanha-
amarelada.

Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol

Antes de serem comercializados, todos os recipientes de Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol séo testados
relativamente as caracteristicas do desempenho. Utilizando uma ansa calibrada de 0,01 mL, sdo inoculadas amostras
representativas do lote com culturas recentes de fungos Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533), Candida albicans (ATCC
60193) e Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) em meio liquido, e com uma cultura de Escherichia coli (ATCC 25922) em
Trypticase Soy Broth. Os recipientes sdo observados, relativamente ao crescimento e pigmentagao das colonias, apés 2, 5 e
7 dias de incubacgao entre 25 e 30°C. A C. albicans demonstra um crescimento razoavel a elevado com colénias de cor branca
a bege. O T. mentagrophytes demonstra um crescimento razoavel a elevado com colénias de cor branca, bege ou castanha-
amarelada. O A. brasiliensis exibe um crescimento razoavel a elevado com coldnias de cor castanha a preta. O crescimento
de E. coli é apenas ligeiro ou totalmente inibido.

APRESENTAGAO

N.° de cat. Descrigao

221012 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Slants, embalagem de 10 tubos tamanho A

221013 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Slants, caixa de 100 tubos tamanho A

296182 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar Deeps (Pour Tubes), 20 mL, caixa de 100 tubos tamanho A
221136 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar, frascos Mycoflask, embalagem de 10

221825 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol Slants, caixa de 100 tubos tamanho A
221314 BD BBL Sabouraud Dextrose Agar with Chloramphenicol, frascos Mycoflask, embalagem de 10
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