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PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE

INTRODUCAO

O Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate é um meio de utiliza¢do geral
para cultura de microrganismos exigentes e ndo exigentes e para manutencdo de culturas
de reserva.

PROCEDIMENTO DO TESTE DE DESEMPENHO

1. Efectue a reducdo dos tubos com o meio, fervendo-os* com as tampas desapertadas.
Depois de ferverem, aperte imediatamente as tampas e deixe os tubos arrefecerem a
temperatura ambiente.
*NOTA: Nédo se recomenda a utilizacdo do forno de microondas.

2. Preparacdo de inéculos
Utilize uma cultura com 48 a 72 h em Meio de tioglicolato enriquecido, Meio de carne
picada ou colénias provenientes de uma placa de Agar de sangue ovino a 5% para
anaerobios CDC, que tenham sido transferidas de um tubo previamente reduzido de
Meio de tioglicolato enriquecido, e ajuste para uma turvacdo comparavel ao padrao
0,5 de McFarland.

3. Com uma ansa calibrada de 0,01 mL estéril, inocule os tubos a partir do in6culo
padronizado para cada um dos microrganismos.

4. Incube os tubos a 35 + 2°C numa atmosfera aerébia, com as tampas bem apertadas.
5. Examine os tubos apds 18 a 24 h e 42 a 48 h, verificando se ocorreu crescimento.
6. Resultados esperados

*Peptostreptococcus anaerobius............... Crescimento

ATCC 27337

*Bacteroides vulgatus ..........ccccecoeecercenceenns Crescimento

ATCC 8482

*Clostridium perfringens ............ccccoeeeeeenns Crescimento

ATCC 13124

Clostridium novyi A ........cccocoieeecninieneenn. Crescimento

ATCC 7659

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

CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL

1. Examine os tubos, conforme descrito na sec¢do "Deterioracdo do produto”.

2. Examine visualmente os tubos representativos, para assegurar que eventuais defeitos
fisicos ndo irdo interferir com a utilizagao.

3. Determine o pH, através de potenciometria, a temperatura ambiente, para
cumprimento da especificacdo de pH de 7,0 + 0,2.

4. Incube os tubos representativos ndo inoculados entre 20 a 25°C e 30 a 35°C, e examine-
os apos 7 dias, verificando se existe contaminacdo microbiana.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO

UTILIZACAO PRETENDIDA

O Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate (Meio de tioglicolato
enriquecido com carbonato de calcio) é um meio de utiliza¢do geral, utilizado em
procedimentos qualitativos para cultura de microrganismos exigentes, bem como de
microrganismos ndo exigentes, incluindo bactérias anaerébias e aerdbias, a partir de
inimeros materiais clinicos e n&o clinicos. E igualmente recomendado para manutencéo de
culturas de reserva.

RESUMO E EXPLICACAO

O Meio de tioglicolato enriquecido consiste em BBL Thioglycollate Medium sem o
Indicador-135C e suplementado com vitamina K, e hemina."? A utilizacdo do meio liquido
enriquecido é recomendada para o isolamento e cultura de microrganismos anaerébios
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obrigatérios exigentes ou de crescimento lento presentes nos materiais clinicos.*> Também
é recomendado para o isolamento e cultura de uma grande variedade de microrganismos
aerobios e anaerdbios facultativos. O meio é preparado com uma atmosfera anaerébia e é
fornecido em tubos com tampa roscada, em conformidade com as recomendacdes do CDC.*
Foi demonstrado que a vitamina K, e a hemina sdo necessarias para o crescimento de
alguns anaerobios.*”’

O carbonato de célcio optimiza a manutencdo de culturas de reserva, através dos acidos
neutralizantes produzidos durante o crescimento.’

O isolamento de microrganismos a partir de materiais clinicos requer, com frequéncia, a
utilizacdo de meios liquidos enriquecidos associados a meios em placa selectivos,
diferenciais e ndo selectivos utilizados normalmente para isolamento primario. A utilizacdo
de meios liquidos de "apoio" reduz a possibilidade de falhar totalmente a identificacdo de
um agente etiolégico que esteja presente em numero reduzido, cresca lentamente num
meio em placa, seja sensivel a agentes selectivos ou a condi¢des de incubagdo desfavoraveis,
como por exemplo, anaerobiose insuficiente para a optimizacdo do crescimento de
anaerobios obrigatérios.

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

A caseina e as peptonas de soja fornecem os aminoacidos e outras substancias nitrogenadas
para sustentar o crescimento bacteriano. O extracto de leveduras fornece vitaminas do
complexo B. O cloreto de sédio fornece ides essenciais. A dextrose é a fonte de energia.

Com a sua acgdo redutora, o tioglicolato de sédio e o sulfito de sédio ligam-se ao oxigénio
molecular removendo-o do meio, de forma a manter um Eh baixo.’ E adicionada uma
pequena quantidade de dgar para retardar a absor¢do do oxigénio, reduzindo as correntes
de conveccio no meio.’

A vitamina K, é essencial para o crescimento de algumas estirpes de Prevotella
melaninogenica’, tendo sido também referido que melhora o crescimento de algumas
estirpes de Bacteroides e de bactérias Gram-positivas ndo fermentadoras.”” A hemina é a
fonte do factor X que estimula o crescimento de muitos microrganismos.

A incorporacdo de carbonato de calcio é recomendada porque, de outra forma, os
microrganismos de crescimento lento poderiam crescer e, em seguida, morrer rapidamente;
serve para neutralizar o 4cido produzido durante o crescimento.*”

REAGENTES

Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate
Formula* aproximada por litro de agua purificada
Digerido pancreatico de caseina ..

Digerido de soja por papaina .
Dextrose ...
Extracto de leveduras
Cloreto de sédio ..
Tioglicolato de sédio
Agar
L-cistina
Sulfito de sédio ...
Hemina
Vitamina K, ....
Fragmento de Marmore ........cccceeeecenencnieenenceceenns 1 por tubo

QLuuUuuuuououuouuuuuu

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

Adverténcias e Precaucoes
Para diagnéstico in vitro.

Devera ser usado extremo cuidado ao fazer o relatério dos resultados de uma coloracdo
Gram directa e/ou outra coloracdo microbiolégica directa em amostras de tecidos
processados com este meio, devido a possivel presenca de organismos ndo viaveis no meio
de cultura.

Os tubos com tampas apertadas devem ser abertos com cuidado, para evitar lesdes devido a
guebra 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
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com sangue e outros fluidos corporais, devem ser seguidas as "Precau¢des padrdo e as
linhas de orientagdo da instituicdo. Ap6s a utilizacdo e antes de serem eliminados, esterilize
em autoclave os tubos preparados, recipientes de amostras e outros materiais
contaminados.

Instrucées de armazenamento

Apos a recepcdo, armazenar os tubos em local escuro entre 2 e 8°C. Evitar congelar ou
aquecer excessivamente. Abrir apenas quando estiver pronto a utilizar. Minimizar a
exposicao a luz. Os tubos com meio que forem armazenados conforme indicado no rétulo
até ao momento imediatamente anterior a sua utilizacdo, podem ser inoculados até ao fim
do prazo de validade e incubados durante os periodos de incubacdo recomendados. Antes
da inoculagdo, deixar o meio aquecer até a temperatura ambiente.

Deterioracao do produto
Né&o utilizar tubos que apresentem sinais de contaminacdo microbiana, descoloracéo,
secagem ou outros sinais de deterioracao.

COLHEITA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

As amostras adequadas para cultura podem ser preparadas utilizando varias 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.

PROCEDIMENTO
Material fornecido
Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate

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.

A reduc¢do do meio liquido para incubacdo anaerébia deve ser efectuada antes da
inoculagdo, colocando os tubos com as tampas desapertadas em condi¢des anaerdbias
durante 18 a 24 h antes da utilizacdo. Uma forma facil e eficiente de obter condicoes
anaerébias adequadas é através da utilizacdo do sistema anaerébio BD GasPak EZ. Em
alternativa, a reducdo do meio liquido pode ser efectuada imediatamente antes da
utilizagdo, fervendo* os tubos com as tampas desapertadas e arrefecendo-os a temperatura
ambiente, com as tampas apertadas, antes da inoculacéo.

Inocule a amostra no meio seleccionado, imediatamente apds a chegada ao laboratério.
Com amostras liquidas, os meios em tubo devem ser inoculados com uma ou duas gotas da
amostra. As amostras de tecido para a cultura de microorganismos devem ser picadas e
moidas em meio liquido reduzido e estéril, tal como o Enriched Thioglycollate Medium with
Calcium Carbonate. A inoculacdo é entdo efectuada tal como para as amostras liquidas. As
amostras em zaragatoas podem ser introduzidas no meio liquido apés a inoculacdo do
meio em placa. Em alternativa, a zaragatoa pode ser "esfregada" num pequeno volume de
meio liquido reduzido e estéril, podendo este meio liquido ser utilizado para inocular o
meio tal como se tratasse de uma amostra liquida.

As amostras em que se sabe existir ou ha suspeita da existéncia de anaerébios obrigatérios
devem ser inoculadas préximo do fundo do tubo. Incube os tubos numa atmosfera aerébia,
com as tampas bem apertadas, a 35 + 2°C ou noutra temperatura apropriada.

As culturas em meio liquido devem ser conservadas durante, pelo menos, 1 semana antes
de serem eliminadas como negativas.’®
*NOTA: Néo se recomenda a utiliza¢do do forno de microondas.

Controlo de qualidade pelo utilizador
Consulte "Procedimentos do controlo de qualidade".

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os
regulamentos ou requisitos de acreditacdo europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os
procedimentos padrdo de controlo de qualidade do seu laboratério. E recomendado que o
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utilizador consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este
assunto, para obter orientacdes sobre praticas de controlo de qualidade apropriadas.

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. A ponta
do eléctrodo devera ser colocada abaixo da superficie do meio liquido.

RESULTADOS

O crescimento nos tubos de meio liquido, tal como o Enriched Thioglycollate Medium with
Calcium Carbonate, é demonstrado pela presenca de turvacdo quando comparado com um
controlo ndo inoculado.

Se for detectado crescimento, as culturas devem ser examinadas através de coloracdo Gram
e devem ser efectuadas repicagens para meios em placa selectivos e nao selectivos. Em caso
de suspeita de anaerébios, devem ser efectuadas repicagens também para meios em placa
anaerébios apropriados.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Os anaerdbios poderdo ser ocultados por microrganismos facultativos com crescimento mais
rapido. Examine e efectue a coloracdo Gram do meio liquido, caso o meio em placa ndo
revele crescimento. Nunca confie apenas nas culturas em meio liquido para o isolamento de
anaerébios. Alguns anaerdbios podem ser inibidos pelos produtos metabdlicos ou pelos
acidos produzidos por bactérias anaerobias facultativas com crescimento mais rapido.®

Para a identificacdo, os microrganismos devem ser uma cultura pura. Para uma
identificacdo final, devem ser efectuados testes morfoldgicos, bioquimicos e/ou serolégicos.
Para obter informac&es pormenorizadas e sobre os procedimentos recomendados, consulte
os textos apropriados.”™

Os meios de cultura muitas vezes contém microrganismos mortos derivados de constituintes
do meio, que poderao ser visiveis em esfregacos dos meios de cultura. Outras fontes de
microrganismos mortos visiveis apés a colora¢do Gram incluem os reagentes de coloracédo, o
6leo de imersdo, as laminas de vidro e as amostras utilizadas para inoculacdo. Se houver
duvidas sobre a validade da coloracdo Gram, a cultura devera ser novamente incubada
durante uma a duas horas e o teste devera ser repetido antes de ser apresentado um
relatério.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes de serem comercializados, todos os lotes de Enriched Thioglycollate Medium with
Calcium Carbonate sao testados relativamente as caracteristicas do desempenho. Antes da
inoculagdo, as amostras representativas do lote sdo reduzidas fervendo-as em banho-maria
durante um periodo minimo de 10 minutos e, em seguida, arrefecidas. Utilizando uma ansa
calibrada de 0,01 mL, os tubos sdo inoculados com culturas que tenham sido ajustadas para
um padrao de turvacdo 0,5 de McFarland. Os in6culos para a Porphyromonas levii

(ATCC 29147), o Clostridium perfringens (ATCC 13124) e o Peptostreptococcus anaerobius
(ATCC 27337) sdo preparados a partir de colénias que cresceram em placas de Agar de
sangue ovino a 5% para anaerdbios CDC e ajustados para a concentragdo de inéculo
correcta em Meio de tioglicolato enriquecido, previamente reduzido. O inéculo para o
Bacteroides vulgatus (ATCC 8482) é colhido de Meio de tioglicolato enriquecido e o in6culo
para o C. novyi (ATCC 7659) é colhido de Meio de glicose com carne picada, PR Il. Os tubos
sdo inoculados abaixo da superficie do meio liquido, o mais profundamente possivel. As
tampas sdo apertadas imediatamente apds a inoculacdo e os tubos sdo incubados
aerobicamente a 35 x 2 °C. A leitura dos tubos é efectuada apés 18 a24 h e 42 a 48 h,
verificando o nivel de crescimento. Todos os microrganismos apresentam crescimento
vestigial a intenso ap6s um periodo de 48 h.

APRESENTACAO
N.° de cat. Descricao
297264 BBL Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate,

caixa com 100 tubos K
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