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| INTRODUCCION

PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

Seven H11 Agar (agar Seven H11) es un medio de cultivo para el aislamiento y cultivo de micobacterias.

I} REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
A. Procedimiento para la preparacion de inéculos

1. Inocular agares inclinados del medio Lowenstein-Jensen con cultivos de referencia de las cepas micobacterianas
pertinentes utilizando agujas de inoculacién estériles.

2. Incubar los tubos con las tapas flojas en una atmdésfera aerobia suplementada con diéxido de carbono a 35 + 2 °C
hasta que se obtenga crecimiento denso (normalmente entre 2 y 3 semanas).

3. Extraer el crecimiento con un aplicador afilado estéril, retirando con cuidado las células de la superficie del medio
para no incluir el medio de cultivo con la extraccién de células.

a. Para Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:
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Transferir el crecimiento a 5,0 mL de caldo Middlebrook 7H9 con glicerol en un tubo de vidrio estéril con
tapa a rosca con microesferas de vidrio estériles.

Mezclar bien en vértex (varios minutos) hasta que la suspension esté libre de grumos grandes.

Comparar esta suspensién con un patrén N° 1 de McFarland realizado con nefelémetro. La suspensién
debe ser mas turbia que el patrén.

Colocar el tubo en una gradilla durante unas 2 — 3 h a temperatura ambiente para permitir la
precipitacién de las particulas grandes en el fondo.

Transferir el sobrenadante a un contenedor estéril.

Ajustar la turbidez de la suspensién a un patron N° 1 de McFarland agregando lentamente el caldo
Middlebrook 7H9 estéril con glicerol. Mezclar bien.

Diluir a 10°® UFC/mL antes de usar. Mezclar bien e inocular mediante extensién el medio de prueba
utilizando un asa calibrada de 0,01 mL.

b. Para todas las demas cepas micobacterianas:
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Transferir el crecimiento a un tubo centrifugo con tapén roscado de 50 mL con 8 — 12 microesferas de
vidrio estériles (2 mm de diametro) y 5 mL de diluyente micobacteriano preparado de la siguiente
manera:

. Mezclar los siguientes elementos en un frasco de 1 L y ajustar el pH, usando hidréxido sédico 1N,

a6,7-7,0.

Albimina bovina (sin acidos grasos) ................. 1,0 g
Polisorbato 80 ............evvvvvivvveiirireiererereiererererenens 0,1 mL
Agua purificada ..........coceveiiiiniiiiinee 500 mL

. Esterilizar mediante filtracion de membrana (filtro de 0,2 p)

. Dosificar asépticamente dosis de 5,5 mL en tubos estériles con tapa a rosca.

Emulsionar el crecimiento micobacteriano en la pared lateral del tubo centrifugo con tapa a rosca
utilizando un aplicador. Mezclar el crecimiento con el diluyente.

Tapar el tubo y agitar en vértex aproximadamente 10 min hasta que el crecimiento esté bien
suspendido y libre de grumos grandes.

Agregar 15 mL de diluyente micobacteriano y mezclar bien.

Comparar esta suspension con un patrén N° 1 de McFarland realizado con nefelémetro. La suspension
debe ser méas turbia que el patron.

Colocar el tubo en una gradilla durante unas 2 — 3 h a temperatura ambiente para permitir la
precipitacion de las particulas grandes en el fondo.

Aspirar el sobrenadante y transferirlo a un recipiente estéril. La suspension debe ser mas turbia que el
patron N° 1 de McFarland y no debe contener particulas grandes. Si todavia se ven particulas grandes,
mezclar y dejar reposar una hora méas. Transferir el sobrenadante a un recipiente estéril.

Ajustar la turbidez de la suspensién a un patrén N° 1 de McFarland, afiadiendo lentamente diluyente
micobacteriano estéril. Mezclar bien.

Colocar alicuotas de la suspension en frascos para congelador etiquetados con la identificacion de los
organismos y la fecha de preparacion.

Congelar las suspensiones colocando los frascos en un congelador de baja temperatura a -60 °C. Los
frascos pueden almacenarse hasta un maximo de 6 meses.

Para utilizarlos, retirar el frasco congelado del congelador y realizar una descongelacion rapida de su
contenido colocando el tubo en un bafio Maria de 30 — 35 °C. Diluir a 10° UFC/mL antes de usar.
Mezclar bien e inocular mediante extension el medio de prueba utilizando un asa calibrada de 0,01 mL.

1 Espafiol



Vi

B. Procedimiento de analisis del medio
1. Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a continuacion.

a. Con un asa calibrada de 0,01 mL desechable estéril, inocular en los recipientes de prueba cultivos preparados
como se describe anteriormente.

b.  Incubar los recipientes con las tapas flojas a 35 + 2 °C en atmdsfera aerobia suplementada con diéxido de
carbono.

c. Incluir recipientes del agar Middlebrook 7H10 anteriormente analizados como controles.

2. Examinar los recipientes después de 7, 14y, si es necesario, 21 dias, para detectar crecimiento, selectividad y
pigmentacion.

3. Resultados previstos

Microorganismos ATCC Recuperacion
*Mycobacterium tuberculosis H37Ra 25177 Crecimiento
*Mycobacterium kansasii, grupo | 12478 Crecimiento
*Mycobacterium scrofulaceum, grupo I 19981 Crecimiento
*Mycobacterium intracellulare, grupo lI 13950 Crecimiento
*Mycobacterium fortuitum, grupo IV 6841 Crecimiento

*Cepa de organismo recomendada para control de calidad del usuario.
NOTA: Deben ser controladas por los usuarios, segin CLSI M22-A3.

CONTROL DE CALIDAD ADICIONAL

1. Examinar los tubos como se describe en la seccién “Deterioro del producto”.

2. Examinar visualmente los tubos representativos para asegurarse de que los defectos fisicos existentes no interfieran
con el uso.

3. Incubar tubos representativos sin inocular a una temperatura de 20 — 25 °C y 30 — 35 °C y examinar después de 7 dias
en busca de contaminacion microbiana.

INFORMACION DEL PRODUCTO

USO PREVISTO
Seven H11 Agar se utiliza en procedimientos cualitativos para el aislamiento y cultivo de micobacterias.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los medios de cultivo de micobacterias han evolucionado mucho. Los primeros medios fueron férmulas a base de huevo, e
incluian los medios Lowenstein-Jensen Medium y Petragnani. Dubos y Middlebrook contribuyeron decisivamente al
desarrollo de diversas férmulas que contenian acido oleico y albimina como elementos clave para favorecer el crecimiento
de los bacilos tuberculosos y proteger los organismos contra varios agentes t6xicos”. Posteriormente, Middlebrook y Cohn
mejoraron la férmula del agar acido oleico-albumina y obtuvieron un crecimiento mas rapido y mas abundante de la especie
Mycobacterium en su medio designado como 7H10%".

Cohn et al modificaron la férmula del agar 7H10 afiadiendo un gramo de digerido pancreético de caseina por litro para
favorecer el crecimiento de cepas de Mycobacterium tuberculosis que presentaban un crecimiento escaso (o nulo) en 7H10 y
otros medios de aislamiento convencionales®. Esta férmula se ha denominado agar Seven H11.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Seven H11 Agar contiene varias sales inorganicas que proporcionan sustancias esenciales para el crecimiento de
micobacterias. El citrato sodico, convertido en &cido citrico, retiene determinados cationes inorganicos en la solucion. El
glicerol es una fuente abundante de carbono y energia. El digerido pancreético de caseina es una fuente abundante de
nitrégeno para el crecimiento de bacilos tuberculosos y suministra algunos factores de crecimiento adicionales’. El cido
oleico, ademas de otros acidos grasos de cadena larga, puede ser utilizado por los bacilos tuberculosos y desempefia un
papel importante en el metabolismo de micobacterias. El efecto principal de la albimina es la proteccion de los bacilos
tuberculosos contra agentes toxicos y, por consiguiente, mejora su recuperacion en el aislamiento primario. La inhibicién
parcial de bacterias se logra mediante la presencia del colorante verde malaquita.
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REACTIVOS

Seven H11 Agar
Férmula aproximada* por 900 mL de agua purificada

Digerido pancreatico de caseina ...........cccceeeevieeeninnnnn 1,0 g
Sulfato magnésico ...........ccc.c...... g
Citrato férrico de amonio . . g
Citrato SOAICO .......oeevviiiiiiiie e g
Sulfato de amOni0.......cooiiiiiiiiee e g
Glutamato monosadico.. g
Fosfato disédico ......... g
Fosfato monopotasico g
AGAI e g
PiridOXiNa .......cvveiiiiiiii mg
SUIfato de ZINC ...evveieiieiiiiii e mg
Sulfato de CoDre ..........ooiiiiiiiiiii e mg
Biotina ................. mg
Cloruro de calcio .. mg
Verde Malaquita ........c.eeeevuieeiiiieeiieeeeeeee e mg

El medio completo en tubos preparados, ademas de los elementos enumerados anteriormente, contiene, por litro, 5 mL de
glicerol y los componentes del medio de enriquecimiento Middlebrook OADC, a saber:

Cloruro SOAICO ...uvvveieeeiiiiiiiee e 0,85 ¢
DEXIIOSA ..ottt 2,0 g
Albdmina bovina (Fraccion V) .......cccccocveneiieeninnncens 5,0 g
Catalasa ........cccccoeverineeennnnn. .

Acido oleico
*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

Advertencias y precauciones: Para uso diagndstico in vitro.

Los tubos con tapas ajustadas deben abrirse con cuidado para evitar lesiones por la rotura del vidrio.

En las muestras clinicas puede haber microorganismos patégenos, como los virus de la hepatitis y el virus de la
inmunodeficiencia humana. Para la manipulaciéon de todos los elementos contaminados con sangre u otros liquidos
corporales deben seguirse las “Precauciones estandar’® y las directrices del centro. Después de su utilizacién, los tubos
preparados, los recipientes de muestras y otros materiales contaminados deben esterilizarse en autoclave antes de ser
desechados.

Se requiere la utilizacion de préacticas y procedimientos de seguridad biologica de nivel 2 y equipo e instalaciones para
contencién cuando se manipulen muestras clinicas sin producir aerosoles, como en la preparacién de frotis acidorresistentes.
Todas las actividades que generen aerosoles deben llevarse a cabo en un gabinete de seguridad biol6gica de clase | o Il. Se
requiere la utilizacion de préacticas de seguridad bioldgica de nivel 3 y equipo e instalaciones para contencion en las
actividades de laboratorio que incluyan la propagacién y manipulacion de cultivos de M. tuberculosis y M. bovis. Los estudios
en animales también requieren la implementacion de procedimientos especiales®.

Instrucciones para el almacenamiento: Al recibir los tubos, almacenarlos en un lugar oscuro a 2 — 8 °C. No congelar ni
sobrecalentar. No abrir hasta que se vayan a utilizar. Reducir al minimo la exposicién a la luz. Los medios en tubos
almacenados como se indica en sus etiquetas hasta momentos antes de su utilizacion pueden ser inoculados hasta la fecha
de caducidad e incubados durante los periodos de incubacion recomendados (un maximo de 8 semanas para los medios
micobacteriol6gicos). Dejar que el medio se caliente a temperatura ambiente antes de la inoculacion.

Deterioro del producto: No utilizar los tubos si muestran evidencia de contaminaciéon microbiana, decoloracion,
deshidratacién o cualquier otro signo de deterioro.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS
Las muestras adecuadas para cultivo pueden manipularse mediante diversas técnicas. Para obtener informacioén detallada,
consultar los textos correspondientes®'?. Las muestras deben obtenerse antes de administrar los agentes antimicrobianos.
Deben adoptarse las medidas necesarias para un transporte inmediato al laboratorio.

PROCEDIMIENTO

Material suministrado: Seven H11 Agar

Materiales necesarios pero no suministrados: Medios de cultivo auxiliar, reactivos, organismos para el control de calidad
y el equipo de laboratorio que se requiera.

Procedimiento de analisis: Emplear técnicas asépticas.

Los procedimientos de analisis son los recomendados por los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) para el
aislamiento primario de muestras que contengan micobacterias®. Se recomienda N-Acetil-L-cisteina-hidréxido sédico (NALC-
NaOH) como agente descontaminante y digestivo suave pero eficaz. Estos reactivos se proporcionan en el equipo de
digestién/descontaminacion de muestras micobacterianas BBL MycoPrep. Para obtener instrucciones detalladas de
descontaminacion y cultivo, consultar la referencia apropiada®*2.

Después de la inoculacién, mantener los recipientes protegidos de la luz y colocados en un sistema adecuado que
proporcione una atmasfera aerobia enriquecida con dioxido de carbono a 35 + 2 °C.

Los medios de agar inclinados deben inocularse en un plano horizontal hasta que se absorba el in6culo. Los tubos deben
tener las tapas de rosca flojas durante las primeras tres semanas, para permitir la circulacién de dioxido de carbono para el
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inicio del crecimiento. Posteriormente, para evitar la deshidratacion, ajustar las tapas; aflojarlas brevemente una vez a la
semana. Mantener los tubos en posicion vertical si no se dispone de espacio suficiente.

NOTA: Los cultivos de lesiones cutaneas presuntivas de M. marinum o M. ulcerans deben incubarse a 25 — 33 °C para el
aislamiento primario; los cultivos presuntivos de M. avium o M. xenopi muestran crecimiento éptimo de 40 a 42 °C°. Incubar
un cultivo duplicado a 35 — 37 °C.

Control de calidad del usuario: Véase “Procedimientos de control de calidad”.

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los requisitos de los organismos de
acreditacion y a los procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las instrucciones
de CLSIy normativas de CLIA correspondientes para obtener informacion acerca de las practicas adecuadas de control

de calidad.

RESULTADOS

Se debe efectuar la lectura de los cultivos dentro de los 5 — 7 dias después de la inoculacién y una vez a la semana
posteriormente hasta un maximo de 8 semanas.

Registrar las observaciones®

1. Numero de dias requeridos para que las colonias puedan verse a simple vista. Los organismos de crecimiento rapido
forman colonias maduras dentro de los 7 dias. Los organismos de crecimiento mas lento requieren mas de 7 dias para
presentar colonias maduras.

2. Produccién de pigmento
Blanco, crema o beige = No cromégeno (NC)
Limon, amarillo, naranja, rojo = Cromégeno (Ch)
Los frotis con tincion pueden mostrar bacilos acidorresistentes, que se resefian solamente como “bacilos
acidorresistentes”, a menos que se realicen pruebas definitivas.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Para su identificacion, los organismos deben encontrarse en un cultivo puro. Deben llevarse a cabo pruebas morfoldgicas,
bioquimicas y/o serolégicas para lograr una identificacion final. Consultar los textos correspondientes para obtener
informacion detallada y procedimientos recomendados'®*.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Cohn et al. realizaron un estudio en el que se comparé Seven H11 Agar con el agar 7H10. De los 96 aislados clinicos de
M. tuberculosis analizados, 13 no produjeron crecimiento en el medio 7H10 en las primeras tres semanas. 10 de los 13
cultivos crecieron en Seven H11 Agar a las tres semanas; los otros 3 requirieron una incubacién de tres semanas mas para
la produccién de crecimiento visible®.

DISPONIBILIDAD
N°de cat. Descripcion

221391 BD BBL Seven H11 Agar Slants, pqt. de 10 tubos de tamafio A
221392 BD BBL Seven H11 Agar Slants, caja de 100 tubos de tamafio A
296105 BD BBL Seven H11 Agar Slants, pqt. de 10 tubos de tamafio C
297704 BD BBL Seven H11 Agar Slants, caja de 100 tubos de tamafio C
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Servicio técnico de BD Diagnostics: péngase en contacto con el representante local de BD o visite www.bd.com/ds.
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ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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