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PROCEDURI PENTRU CONTROLUL DE CALITATE (Optional)

INTRODUCERE

BD BBL™ Middlebrook 7H9 Broth with Glycerol (Bulion BD BBL™ Middlebrook 7H9 cu glicerol) este un mediu de cultura neselectiv
pentru cultivarea micobacteriilor.

L PROCEDURA TESTULUI DE PERFORMANTA

A. Procedura de preparare a inoculilor
Inoculati mediile inclinate Lowenstein-Jensen cu tulpini micobacteriene relevante provenite din stocurile de cultura, utilizand
aplicatoare sterile.
Incubati flacoanele cu capacele slabite, la 35 °C + 2 °C in atmosfera aeroba suplimentata cu dioxid de carbon (5-10%), pana la
obtinerea unei cresteri substantiale (de obicei in 2 pana la 3 saptamani).
Recoltati coloniile cu un aplicator ascutit steril prin indepartarea blanda a celulelor de pe suprafata mediului, fara a preleva si
mediu de cultura.

a. Pentru Mycobacterium tuberculosis ATCC® 25177:
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Transferati coloniile recoltate intr-un flacon de sticla steril cu capac cu filet si perle de sticla sterile continand 5,0 ml bulion
Middlebrook 7H9 cu glicerol.

Amestecati bine prin rotire (cateva minute) pana cand suspensia nu mai contine aglomerari mari.

Comparati aceasta suspensie cu standardul nefelometric McFarland #1. Turbiditatea suspensiei trebuie sa fie mai mare
decat a standardului.

Lasati flaconul intr-un stativ timp de 2 pana la 3 h la temperatura camerei pentru a permite sedimentarea particulelor
mari.

Transferati supernatantul intr-un recipient steril.

Ajustati turbiditatea suspensiei la standardul McFarland #1 (108 UFC/ml) prin adaugarea lenta de bulion steril
Middlebrook 7H9 cu glicerol. Agitati bine.

Tnainte de utilizare diluati pana la 105 UFC/ml. Amestecati bine si inoculati mediul de testare cu o ansa calibrata de 0,01 ml.

b. Pentru toate celelalte tulpini de micobacterii:
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Transferati coloniile recoltate intr-un flacon steril de 50 ml pentru centrifugare, cu capac cu filet si cu 8 pana la 12 perle

de sticla sterile (cu diametru de 2 mm) continand 5 ml de diluant pentru micobacterii preparat astfel:

» Amestecati urmatoarele ingrediente intr-un balon de 1 | si ajustati pH-ul, utilizand hidroxid de sodiu 1N, pana la valori
intre 6,7 si 7,0:

Albumina bovina (fara acizi grasi)................. 1,0 g
Polisorbat 80 .........ccceeeiiiiiiiiiiieieee e 0,1 ml
Apa purificat@......cccccoeevveeiiiieee e 500 ml

« Sterilizati prin filtrare membranara (filtru de 0,2 p)
» Repartizati aseptic cate 5,5 ml in flacoane pentru centrifuga sterile, cu capace cu filet.

Emulsionati coloniile micobacteriene cu aplicatorul pe peretele lateral al tubului de centrifugare cu capac cu filet.
Amestecati coloniile cu diluant.

Astupati flaconul si amestecati prin rotire timp de aproximativ 10 min pana la obtinerea unei suspensii fara aglomerari mari.
Adaugati 15 ml de diluant steril pentru micobacterii si amestecati bine.

Comparati aceasta suspensie cu standardul nefelometric McFarland #1. Turbiditatea suspensiei trebuie sa fie mai mare
decat a standardului.

Lasati flaconul intr-un stativ timp de 2 pana la 3 h la temperatura camerei pentru a permite sedimentarea particulelor mari.
Aspirati supernatantul si transferati-l intr-un recipient steril. Suspensia trebuie sa aiba o turbiditate mai mare decat
standardul McFarland #1 si sa nu contina particule mari. In cazul prezentei unor particule mari, amestecati si Iasati pentru
inca 1 h. Transferati supernatantul intr-un recipient steril.

Ajustati turbiditatea suspensiei la standardul McFarland #1 (108 UFC/ml) prin adaugarea lenta de diluant steril pentru
micobacterii. Agitati bine.

Distribuiti alicote din suspensie in fiole pentru congelare etichetate cu identitatea microorganismului si data prepararii.

(10) Congelati suspensiile din fiole prin introducerea acestora intr-un congelator pentru temperaturi scazute la -60 °C. Fiolele

pot fi pastrate pana la 6 luni.

(11) Tn scopul utilizérii, scoateti fiolele din congelator si dezghetati continutul rapid prin introducerea flacoanelor in béi de apa

la 30 °C pana la 35 °C. Inainte de utilizare diluati pana la 105 UFC/ml. Amestecati bine si inoculati mediul de testare cu o
ansa calibrata de 0,01 ml.

B. Procedura pentru mediul de testare
Inoculati esantioane reprezentative in culturile enumerate mai jos.

a. Cu anse sterile de unica folosinta, calibrate la 0,01 ml, inoculati flacoanele utilizand culturile micobacteriene preparate asa
cum este descris mai sus.

b. Incubati flacoanele cu capacele slabite la 35 °C + 2 °C in atmosfera aeroba suplimentata cu dioxid de carbon.
2. Examinati flacoanele la 7, 14 si, daca este necesar, la 21 zile in vederea evaluarii cresterii si pigmentarii.
3. Rezultate estimate.
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Organisme CLSI ATCC Recuperare

*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Crestere
*Mycobacterium kansasii, Grup | 12478 Crestere
*Mycobacterium scrofulaceum, Grup | 19981 Crestere
*Mycobacterium intracellulare, Grup IlI 13950 Crestere
*Mycobacterium fortuitum, Grup IV 6841 Crestere

*Tulpina recomandata pentru controlul calitatii efectuat de utilizator.

CONTROLUL SUPLIMENTAR DE CALITATE
1. Examinati eprubetele asa cum este descris in ,Deteriorarea produsului”.
2. Examinati vizual eprubetele reprezentative, pentru a va asigura ca eventualele defecte fizice nu impiedica utilizarea.

3. Incubati eprubetele reprezentative neinoculate in conditii de aerobioza, la 20 °C-25 °C si 30 °C-35 °C si examinati-le dupa 7 zile
pentru a detecta contaminarea microbiana.

INFORMATII DESPRE PRODUS

UTILIZARE SPECIFICA

Bulionul BD BBL Middlebrook 7H9 cu glicerol este un mediu suplimentat care sustine cresterea micobacteriilor, inclusiv M. tuberculosis.
Produsul este utilizat, in principal, la cresterea de culturi pure de micobacterii, pentru a fi folosite in cadrul studiilor de laborator.

REZUMAT $I EXPLICATII

Middlebrook si colaboratorii sai au dezvoltat formula bazei de bulion 7H9 aproximativ in aceeasi perioada in care au conceput baza
de agar 7H10.1-3 Ambele tipuri de medii sustin cresterea speciilor de micobacterii atunci cand sunt suplimentate cu substante nutritive
precum glicerol, acid oleic, albumina si dextroza, cu exceptia M. bovis, care este inhibata de glicerol.

Acest mediu este utilizat la prepararea inoculilor pentru analize antimicrobiene, ca mediu de baza pentru teste biochimice si pentru
subcultura stocurilor de tulpini.

PRINCIPIILE PROCEDURII

Cantitatea ridicata de saruri anorganice din acest mediu asigura substantele esentiale pentru cresterea micobacteriilor. Citratul de
sodiu, atunci cand este transformat in acid citric, ajuta la mentinerea anumitor cationi anorganici in solutie. Clorura de sodiu, albumina
bovina, dextroza si catalaza sunt componente ale agentului de imbogatire Middlebrook ADC. Albumina actioneaza ca un agent protector
prin legarea acizilor grasi liberi, care pot fi toxici pentru unele specii de micobacterii. Catalaza distruge peroxizii toxici ce ar putea fi
prezenti in mediu. Dextroza este o sursa de energie. Clorura de sodiu asigura electrolitii esentiali. Suplimentarea cu glicerol favorizeaza
cresterea micobacteriilor.

REACTIVI
Bulion BD BBL Middlebrook 7H9
Formula aproximativa* pentru un litru de apa purificata

Fosfat de monopotasiu ...........ccecveiieeiiiiiiiicee e, 20 g Citrat de fier si amoniu .........cccccooviiiiiiiiiee 0,04 g
Fosfat diSOdIC .......c.coiiiiiiiiiiiii e 1,5 g Sulfat de Magneziu ...........coceevieiiiiiicie e 0,05 g
Glutamat MOoNO0SOIC .....c.ueeiiiiiiiiiee et 05 g Sulfat de ZINC .....eeeiiiie e 0,001 g
Citrat de sodiu .......... . g Sulfat de cupru ... ...0,001g

Sulfat de amoniu ... Biotina ............. .
PiridOXING .....ooiiiiieee e Clorura de CalCiu .......ooeiiiiiiiiieieeeeee e 0,5 mg
*Ajustata si/sau suplimentatd dupa cum este necesar, pentru a indeplini criteriile de performanta.

Mediul complet, in flacoanele preparate, contine, pe langa ingredientele enumerate mai sus, per litru, 2 ml de glicerol si componentele
agentului de Tmbogatire ADC, si anume:

Clorura de sodiu .............. .0,85 g

Albumina bovina (fractie V) 50 g
DEXITOZA ....oeiiieiiieeieee e 20 g
Catalaza .......ccooiiiie 4,0 mg
Piruvat de SOdiU .......cccoeiiiiiiiiiiiec e 10 g

Avertismente si precautii: In scopul diagnosticului in vitro.

Eprubetele cu capace bine fixate trebuie deschise cu atentie, pentru a evita ranirea ca urmare a spargerii sticlei.

Practicile si procedurile conforme nivelului 2 de siguranta biologica, echipamentul si facilitatile de izolare sunt necesare in timpul
manipularilor care nu produc aerosoli ale probelor clinice, precum prepararea frotiurilor acido-rezistente. Toate activitatile producatoare
de aerosoli trebuie realizate intr-o boxa pentru siguranta biologica de clasa | sau Il. Tehnici de siguranta biologica de nivel 3, echipament
si dispozitive de siguranta sunt necesare activitatilor de laborator ce implica propagarea si manipularea culturilor de M. tuberculosis si
M. bovis. De asemenea, studiile animale necesita proceduri speciale.4

Tn timpul tuturor procedurilor, respectati tehnicile de asepsie si precautiile stabilite impotriva riscurilor microbiologice. Flacoanele
preparate, recipientele pentru probe si celelalte materiale contaminate trebuie sterilizate prin autoclavare dupa utilizare, Tnainte de a fi
aruncate.

Instructiuni de depozitare: La receptie, depozitati flacoanele la intuneric, la 2—8 °C. Evita{i congelarea si supraincalzirea. Deschideti
numai Tnainte de utilizare. Reduceti la minimum expunerea la lumina. Mediile ambalate in eprubete pastrate pana la utilizare in conditiile
specificate pe eticheta pot fi inoculate pana la data de expirare si incubate pentru duratele recomandate de incubare, de pana la
maximum 8 saptamani pentru mediile de micobacteriologie. Lasati mediul sa ajunga la temperatura camerei Thainte de inoculare.
Deteriorarea produsului: Nu utilizati eprubetele daca prezinta semne de contaminare microbiana, decolorare, deshidratare sau alte
semne de deteriorare.
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COLECTAREA SI MANIPULAREA PROBELOR

Probele adecvate pentru cultivare pot fi manevrate utilizand tehnici variate. Pentru informatii detaliate consultati textele
corespunzatoare.56 Probele trebuie obtinute Tnainte de administrarea agentilor antimicrobieni. Trebuie sa se asigure livrarea prompta la
laborator.

PROCEDURA
Materiale furnizate: Bulion BD BBL Middlebrook 7H9 cu glicerol

Materiale necesare, dar nefurnizate: Medii de cultura auxiliare, reactivi, organisme pentru controlul de calitate si echipamentul de
laborator necesar.

Procedura de testare: Respectati tehnicile de asepsie.

Ulterior inocularii, pastrati flacoanele intr-un sistem adecvat care sa furnizeze o atmosfera aeroba, imbogatita cu dioxid de carbon

in proportie de 5-10%. Incubati la 35 °C + 2 °C timp de maximum 8 saptamani. In primele 3 saptamani flacoanele trebuie sa aiba
capacele slabite pentru a permite circulatia dioxidului de carbon in vederea initierii cresterii. Ulterior, strangeti capacele pentru a preveni
deshidratarea; slabiti-le pentru perioade scurte o data pe saptamana.

Controlul calitatii efectuat de utilizator: Consultati ,Proceduri pentru controlul de calitate”.

Fiecare lot de medii a fost testat prin utilizarea de organisme corespunzatoare pentru controlul de calitate, aceasta testare indeplinind
cerintele din specificatiile produsului si standardele CLSI, in masura in care acestea sunt relevante. La fel ca intotdeauna, testarea de
control al calitatji trebuie efectuata conform reglementarilor in vigoare la nivel local, statal, federal sau national, conform cerintelor de
acreditare si/sau procedurilor de laborator standard pentru controlul de calitate.

REZULTATE

Culturile trebuie interpretate in 5 pana la 7 zile de la inoculare si in continuare saptamanal timp de pana la 8 saptamani. Coloniile
micobacteriene din tuburile cu bulion pot fi utilizate pentru proceduri suplimentare de testare in laborator, dupa cum este necesar.

LIMITARILE PROCEDURII

Pentru a fi identificate, microorganismele trebuie sa provina din culturi pure. Pentru identificarea finala trebuie efectuate teste
morfologice, biochimice si/sau serologice. Pentru informatii detaliate si proceduri recomandate, consultati textele corespunzatoare.5-7

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Tnainte de scoaterea pe piat3, toate loturile de Bulion Middlebrook 7H9 cu glicerol sunt testate in ceea ce priveste caracteristicile de
performanta. Utilizand o ansa calibrata de 0,01 ml, esantioanele reprezentative ale lotului sunt inoculate cu urmatoarele culturi diluate
astfel incat sa contina 103 unitati formatoare de colonii (UFC) la fiecare 0,01 ml de Mycobacterium kansasii Grup | (ATCC 12478),

M. scrofulaceum Grup Il (ATCC 19981), M. intracellulare Grup Il (ATCC 13950), M. fortuitum Grup IV (ATCC 6841) si M. tuberculosis
(ATCC 25177). Dupa inoculare, flacoanele sunt incubate cu capacele slabite, la 35 °C + 2 °C in atmosfera suplimentata cu dioxid de
carbon in proportie de 5-10%. Flacoanele sunt interpretate in ceea ce priveste cresterea dupa o incubare de 7, 14 si 21 de zile. Toate
organismele prezinta o crestere moderata spre puternica dupa 21 zile.

DISPONIBILITATE

Nr. cat. Descriere
221832 Bulion BD BBL™ Middlebrook 7H9 cu glicerol, 5 ml
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Service Tehnic si Suport: Contactati reprezentantul local BD sau bd.com.

Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
© 2017 BD. BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.

L007467 3 Romana


http://bd.com

