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PROCEDURI PENTRU CONTROLUL DE CALITATE (Optional)
| INTRODUCERE
Fluid Thioglycollate Medium (mediul thioglicolat lichid) este un mediu de cultura de uz general pentru organismele anaerobe,
microaerofile si aerobe si este recomandat ca unul din mediile pentru testarea sterilitatii probelor biologice.
I PROCEDURA TESTULUI DE PERFORMANTA
1. Inoculati esantioane reprezentative in culturile enumerate mai jos.

a. Tnainte de utilizare, sl&biti capacele si introduceti flacoanele in ap4 fiartd* timp de circa 5 min pana cand mediul este
redus (incolor). Strangeti capacele imediat dupa luarea flacoanelor de pe foc. Lasati mediul sa se raceasca la
temperatura camerei.

*NOTA: Nu este recomandat utilizarea unui cuptor cu microunde.

b. Din culturi de 24 — 48 h pe placi de Trypticase bulion de soia sau mediu thioglicolat imbogatit pentru tulpini
Bacteroides si Clostridium, preparati o dilutie care contine 100 UFC/mL sau mai putin.

c. Utilizand pipete sterile de 1,0 mL, inoculati flacoanele cu 0,75 mL de dilutii.

d. Incubati flacoanele cu capacele desfacute la 30 — 35°C in atmosfera aeroba cu exceptia tulpinilor CLSI (Bacteroides
fragilis ATCC 25285 si Staphylococcus aureus ATCC 25923), care trebuie incubate cu capacele inchise.

2. Examinati flacoanele cu tulpinile recomandate CLSI (capace inchise) la 18 — 24 si 48 h, pentru a detecta semnele de
crestere. Examinati flacoanele cu celelalte tulpini de control (recomandate USP) timp de pana la 3 zile, pentru a detecta
semnele de crestere.

3. Reazultate estimate
Organisme CLSI ATCC Recuperare

*Bacteroides fragilis 25285 Crestere
*Staphylococcus aureus 25923 Crestere

Organisme suplimentare
(Test de promovare a cresterii USP)

**Staphylococcus aureus 6538 Crestere
**Pseudomonas aeruginosa 9027 Crestere
**Clostridium sporogenes 11437 Crestere
**Clostridium sporogenes 19404 Crestere
**Bacillus subtilis 6633 Crestere
**Kocuria rhizophila 9341 Crestere
**Bacteroides vulgatus 8482 Crestere

*Tulpina recomandata pentru controlul calitatii efectuat de utilizator.
**Pentru verificarea promovarii cresterii pentru utilizarea in testul de sterilitate USP.

Il CONTROLUL SUPLIMENTAR DE CALITATE

1. Examinati flacoanele si sticlele asa cum este descris in ,Deteriorarea produsului”.

2. Examinati vizual flacoanele reprezentative pentru a va asigura ca eventualele defecte fizice nu impieteaza in utilizare.
3. Determinati pH-ul la temperatura camerei prin metoda potentiometrica in scopul respectarii specificatiilor de pH 7,1 + 0,2.
4

Incubati flacoanele reprezentative neinoculate la 20 — 25°C gi 30 — 35°C gi examinati dupa 7 zile pentru a detecta
contaminarea microbiana.

INFORMATII DESPRE PRODUS
IV UTILIZARE SPECIFICA
Fluid Thioglycollate Medium este in conformitate cu specificatiile din farmacopeea Statelor Unite (USP).

Fluid Thioglycollate Medium (FTM) este utilizat pentru testarea sterilitatii probelor biologice si pentru cultivarea organismelor
anaerobe, aerobe si microaerofile.

V  REZUMAT $I EXPLICATII

Fluid Thioglycollate Medium a fost creat de Brewer pentru cultivarea rapida a organismelor anaerobe si aerobe." Pentru prima
dat4 a fost scos pe piata in forméa deshidrataté de céatre Baltimore Biological Laboratory (BBL) in 1940. Incorporarea peptonei
din cazeina a fost realizati de Vera in 19442

Acest mediu este capabil sa sustina o crestere buna pentru o mare varietate de microorganisme pretentioase, atat din specii
patogene cat si non-patogene. O caracteristica a thioglicolatului de sodiu, pe langa reducerea potentialului de oxidoreducere,
este capacitatea sa de a neutraliza activitatea antibacteriana a compusilor pe baza de mercur. Aceste caracteristici
desemneaza FTM ca fiind extrem de adecvat in determinarea prezentei contaminantilor in materialele biologice si de alta
natura. Formula BBL indeplineste cerintele de testare a promovarii cresterii ale UsP?

Fluid Thioglycollate Medium poate fi utilizat dupa preparare pana la oxidarea unei cantitati de aproximativ 30% din mediu, asa
cum este indicat de colorarea in roz a resazurinei de la suprafata. Daca oxidarea a continuat, bulionul poate fi reincalzit o data
in abur sau apa in fierbere, apoi racit si reutilizat.

L007454 1 Roméana



Vi

Vi

Vil

PRINCIPIILE PROCEDURII

Dextroza, peptona, L-cistina si extractul de drojdie asigura factorii de crestere necesari pentru replicarea bacteriana. Clorura
de sodiu asigura ionii esentiali. Thioglicolatul de sodiu este un agent reducator care previne acumularea peroxizilor letali
pentru unele microorganisme. L-cistina este de asemenea un agent reducator, continand grupari sulfhidrice care inactiveaza
compusii pe baza de metale grele si mentin un potential redox redus, sustinand astfel anaerobioza. Resazurina este un
indicator de oxido-reducere, fiind roz la oxidare si incolor la reducere. Cantitatea redusa de agar contribuie la mentinerea unui
potential redox redus, prln stablllzarea mediului Tmpotriva curentilor de convectie, mentinand astfel anaerobioza la adancimile
maxime ale mediului.* USP listeazs 5,5 g/L de dextroza in formula pentru Fluid Th|og|yco||ate Medium. Formula BBL contine
forma anhidra a dextrozei (5,0 g/L).

REACTIVI
Fluid Thioglycollate Medium
Formula aproximativa* pentru un litru de apa purificata

Extract pancreaticde cazeina................ 15,09 Cloruradesodiu...........c.ooviiii ... 25 g
L-cistind........ ... . 05g Thioglicolatde sodiu ........................ 05 g
Dextroza (anhidra)........................... 509 Resazurind ................. ... ...l 0,001 g
Extractdedrojdie.............. ... .. ... 50¢9 Aar ..o 0,75 g

*Ajustata si/sau suplimentata dupa cum este necesar pentru a indeplini criteriile de performanta.

Avertismente si precautii: Tn scopul diagnosticului in vitro.

Este necesara o atentie sporita la raportarea coloratiei Gram directe si/sau a rezultatelor obtinute in urma altor metode de
coloratie microbiologica directa pe probe de tesut procesate cu acest mediu, datorita posibilei prezente a unor organisme
neviabile in mediul de cultura.

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

Tn probele clinice pot fi prezente microorganisme patogene, inclusiv virusurile hepatice si virusul imunodeficientei umane. La
manevrarea articolelor contaminate cu sange sau cu alte lichide biologice trebuie respectate ,Precautiile standard”>® Si
regulamentul institutiei. 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, conform instructiunilor de pe eticheta. Evitati
congelarea sau supraincalzirea. Deschideti numai inainte de utilizare. Reduceti la minimum expunerea la lumina. Mediile
ambalate in flacoane pastrate pana la utilizare in conditiile specificate pe eticheta pot fi inoculate pana la data de expirare si
incubate pentru duratele recomandate de incubare. Lasati mediul sa ajunga la temperatura camerei inainte de inoculare.

Deteriorarea produsului: Nu utilizati flacoanele daca prezinta semne de contaminare microbiana, decolorare, deshidratare,
fisuri sau alte semne de deteriorare.

COLECTAREA S| MANIPULAREA PROBELOR

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

PROCEDURA
Materiale furnizate: Fluid Thioglycollate Medium

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.

Tnainte de utilizare, sl&biti capacele si introduceti flacoanele in apé fiartd* timp de circa 5 min pana cand mediul este redus
(incolor). Strangeti capacele imediat dupa luarea flacoanelor de pe foc. Lasati mediul sa se raceasca la temperatura camerei.
Pentru uz general, inoculati probele direct in mediu si incubati flacoanele pana la 7 zile la 35 £ 2°C.

Pentru testarea sterilitatii trebuie urmate recomandarile USP® si ale diferitelor agentii de control."" Aceste surse de referinta
specifica raportul mediu — produs care trebuie utilizat in testele de sterilitate precum si detaliile de prelevare a probelor si de
interpretare a rezultatelor testului. In scopul testarii sterilitatii, este important ca mediul din recipientele de testare sa fie redus
ntr-un grad suficient pentru a asigura replicarea anaerobilor stricti si a organismelor microaerofile. Daca proba de testare face
mediul atat de tulbure incat cresterea microbiana nu poate fi recunoscuta cu usurinta, se va efectua transferul in mediu
proaspat.

*NOTA: Nu este recomandat utilizarea unui cuptor cu microunde.

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
fndeplinind cerintele din specificatiile produsului si standardele CLSI, in masura in care acestea sunt relevante. La fel ca
intotdeauna, testarea de control al calitatii trebuie efectuatd 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.

Pentru a determina potentiometric valoarea pH a mediului din flacon, trebuie utilizat un electrod individual cu o dimensiune
suficient de mica incéat sa incapa in flacon. Varful electrodului trebuie introdus pana sub suprafata mediului de bulion.

REZULTATE

Dupa incubare, cresterea este evidentiata prin prezenta turbiditatii in comparatie cu o proba martor neinoculata.
Microorganismele aerobe stricte au tendinta de a creste intr-un strat subtire la suprafata bulionului; organismele anaerobe
stricte vor creste pe acea portiune a bulionului aflata sub stratul superior oxidat (roz). Prin indepartarea cu grija a lichidului de
la diferite nivele, este posibila stimularea capacitatii de separare a diferitelor specii intr-o cultura mixta.
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LIMITARILE PROCEDURII

Organismele anaerobe pot fi invadate de organismele facultative, care prezinta o crestere mai rapida. Examinati si colorati
Gram bulionul in cazul in care mediul de pe placa nu prezinta semne de crestere. Nu va bazati niciodata numai pe culturile de
bulion pentru izolarea anaerobilor. Unele organisme anaerobe pot fi inhibate de produsii metabolici sau acizii generati din
cresterea mai rapida a organismelor anaerobe facultative."

Mediile de cultura contin uneori organisme moarte derivate din constituentii mediului, care pot fi vizibile pe frotiurile din mediile
de cultura. Alte surse de organisme moarte vizibile prin coloratia Gram includ reactivii de colorare, ulei de imersie, lamele de
sticla si probele utilizate pentru inoculare. Daca apar incertitudini in ceea ce priveste validitatea coloratiei Gram, cultura trebuie
reincubata pentru inca o ora sau doua si testul trebuie repetat inainte de emiterea raportului.

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.”'®"

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA

Tnainte de scoaterea pe piata, toate loturile de Fluid Thioglycollate Medium sunt testate in ceea ce priveste caracteristicile de
performanta ale produsului. Tnainte de inoculare, esantioane reprezentative ale lotului sunt reduse prin fierbere in baie de apa
pentru circa 5 min. Dupa racire, flacoanele sunt inoculate cu 0,75 mL de culturi din speciile Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Bacteroides fragilis (ATCC 25285), B. vulgatus (ATCC 8482), Clostridium sporogenes (ATCC 11437 si 19404), Kocuria
rhizophila (ATCC 9341), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) si Staphylococcus aureus (ATCC 6538 si ATCC 25923).
Probele de inocul pentru B. subtilis, B. fragilis, C. sporogenes, K. rhizophila, P. aeruginosa si S. aureus sunt diluate pentru a
contine 100 sau mai putine unitati formatoare de colonii (UFC) pe mL. Inoculul pentru B. vulgatus este preparat din colonii
crescute pe placi cu agar sange de oaie 5% CDC anaerob si sunt ajustate in mediu thioglicolat fara dextroza si indicator pentru
a obtine 10-100 UFC/mL. Capacele sunt stranse imediat dupa inocularea flacoanelor care contin B. fragilis si S. aureus;
capacele celorlalte flacoane sunt lasate desfacute. Flacoanele sunt incubate la 35 + 2°C. Flacoanele care contin B. fragilis si
S. aureus (ATCC 25923) indica urme de crestere puternica la incubarea de 48 h. Organismele ramase prezinta crestere
moderata pana la puternica la incubarea timp de 3 zile.

DISPONIBILITATE

Nr. cat. Descriere

221195 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, pachet cu 10 flacoane marimea K

221196 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, cutie cu 100 flacoane marimea K

299802 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 8 mL, cutie cu 100 flacoane marimea K (eticheta cu jet de cerneala)
220888 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, pachet cu 10 flacoane marimea A

220889 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, cutie cu 100 flacoane marimea A

299803 BD BBL Fluid Thioglycollate Medium, 20 mL, cutie cu 100 flacoane marimea A (eticheta cu jet de cerneala)
REFERINTE

1. Brewer, J.H. 1940. Clear liquid medium for the "aerobic" cultivation of anaerobes. J. Am. Med. Assoc. 7115:598-600.

2. Vera, H.D. 1944. A comparative study of materials suitable for the cultivation of clostridia. J. Bacteriol. 47:59-70.

3. U.S. Pharmacopeial Convention, Inc. 2009. The U.S. pharmacopeia 32/The national formulary 27. U.S. Pharmacopeial
Convention, Inc., Rockville, Md.

4. MacFaddin, J.F. 1985. Media for isolation-cultivation-identification-maintenance of medical bacteria, vol. I. Williams
& Wilkins, Baltimore.

5. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2005. Approved Guideline M29-A3. Protection of laboratory workers
from occupationally acquired infections, 3rd ed. CLSI, Wayne, Pa.

6. Garner, J.S. 1996. Hospital Infection Control Practices Advisory Committee, U.S. Department of Health and Human
Services, Centers for Disease Control and Prevention. Guideline for isolation precautions in hospitals. Infect. Control
Hospital Epidemiol. 77:53-80.

7. U.S. Department of Health and Human Services. 2007. Biosafety in microbiological and biomedical laboratories, HHS
Publication (CDC), 5th ed. U.S. Government Printing Office, Washington, D.C.

8. Directive 2000/54/EC of the European Parliament and of the Council of 18 September 2000 on the protection of
workers from risks related to exposure to biological agents at work (seventh individual directive within the meaning
of Article 16(1) of Directive 89/391/EEC). Official Journal L262, 17/10/2000, p. 0021-0045.

9. Murray, P.R., E.J. Baron, J.H. Jorgensen, M.L. Landry and M.A. Pfaller (ed.) 2007. Manual of clinical microbiology, 9th
ed. American Society for Microbiology, Washington, D.C.

10. Forbes, B.A., D.F. Sahm, and A.S. Weissfeld. 2007. Bailey & Scott's diagnostic microbiology, 12th ed. Mosby, Inc., St.
Louis.

11. Horwitz, W. (ed.). 2000. Official methods of analysis of AOAC International, 17th ed, vol.1. AOAC International,
Gaithersburg, Md.

12. Reischelderfer and Mangels. 1992. In Isenberg (ed.), Clinical microbiology procedures handbook, vol. 1. American
Society for Microbiology, Washington, D.C.

13. Holt, J.G., N.R. Krieg, P.H.A. Sneath, J.T. Staley, and S.T. Williams (ed.). 1994. Bergey's Manual of determinative
bacteriology, 9th ed. Williams & Wilkins, Baltimore.

Service Tehnic si Suport BD Diagnostics: contactati reprezentantul local BD sau www.bd.com/ds.
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