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UTILIZAGAO PRETENDIDA

Os BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers (Doseadores de Reagente Desoxicolato) sdo utilizados para a diferenciagao
presuntiva de pneumococos de outros cocos Gram-positivos, através do teste de solubilidade na bilis.

RESUMO E EXPLICAGAO

O desoxicolato de sodio € um sal do acido biliar purificado que pode ser utilizado em concentragdes inferiores as dos outros sais
de acidos biliares. E soltivel em &gua e lisa as células de pneumococos tratadas com uma solugédo a 10%. O teste de solubilidade
na bilis pode ser efectuado através da adigdo da solugao de desoxicolato de sddio a uma suspenséo celular ou directamente a
colénias numa placa de agar de sangue.-3

Os doseadores devem ser utilizados no prazo de um dia depois de a ampola ser partida.

PRINCIiPIOS DO PROCEDIMENTO

O teste da solubilidade na bilis baseia-se na constatagdo da lise das células de Streptococcus pneumoniae quando tratadas com
uma solucéo a 10% de desoxicolato de sédio, enquanto os outros estreptococos e os cocos Gram-positivos ndo séo sollveis na
bilis. A lise ocorre porque os microrganismos soluveis na bilis contém uma amidase autolitica que, quando activada pelos sais
biliares, efectua a clivagem da ligagdo entre a alanina e o acido muramico na parede celular.4

REAGENTES
Os BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers contém 0,5 mL de solugdo aquosa de desoxicolato de sodio a 10%.

Adverténcias e Precaugoes:
Para diagnéstico in vitro.
Este produto contém borracha natural desidratada.

Cumprir os procedimentos laboratoriais adequados para manuseamento e eliminagdo de materiais infecciosos. Evitar o contacto
com a pele. Caso ocorram derrames, lavar minuciosamente com agua.

Instrucoes de armazenamento: Armazenar a temperatura ambiente, entre 15 e 30 °C. Proteger da luz.

Deterioragao do produto: Este reagente esta hermeticamente selado numa ampola que protege a solugéo da instabilidade
quimica até ao fim do prazo de validade. Pode ocorrer alguma floculagéo do reagente a temperaturas inferiores a 23 °C. Tal ndo
indica deterioragéo do reagente; todavia, eliminar a floculagdo para garantir que o reagente esta a uma temperatura minima de 23
°C antes de ser usado.

PROCEDIMENTO

Material fornecido: BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers.

Material necessario mas nao fornecido: Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e
equipamento laboratorial, conforme necessario para este procedimento.

Procedimento e resultados do teste:

Segure no doseador do reagente em posigao vertical e AFASTE A PONTA. Segure na parte central com o polegar e o dedo
indicador e aperte suavemente para partir a ampola no interior do doseador. Cuidado: Parta a ampola proximo da sua parte
média apenas uma vez. Nao manipule mais o doseador, uma vez que o plastico podera ser perfurado e podem ocorrer
lesdes. Bata algumas vezes com o fundo sobre o topo da mesa. Quando estiver pronto a utilizar, inverta-o para uma distribuigao
cémoda do reagente, gota a gota.

A. Método directo em colonias

1. Coloque 1 gota de reagente directamente sobre uma colénia bem isolada, com 18 a 24 h.

2. Incube a placa a temperatura ambiente, com o lado do agar virado para baixo, durante 15 min.

3. Examine o aspecto da colonia. O achatamento ou deterioragdo da coldnia é tipico de um resultado positivo.
B. Método em tubo de ensaio

1. Adicione 1,0 mL de soro fisiolégico estéril a 0,85% a um tubo de ensaio de 13 x 100 mm.

2. Prepare uma suspenséo concentrada (aproximadamente num padrédo 1,0 a 2,0 de McFarland) do microrganismo de teste.
Misture no agitador de vértice durante 10 sec, para obter uma suspensdo homogénea. Ajuste a suspensao para pH neutro,
caso seja necessario.

3. Divida a suspenséao por dois tubos de ensaio de 13 x 100 mm (0,5 mL/tubo). Identifique um tubo como Teste e o outro
como Controlo.

Adicione 10 gotas (0,5 mL) de soro fisiolégico estéril a 0,85% ao tubo identificado como Controlo.
Adicione 10 gotas de Reagente desoxicolato ao tubo identificado como Teste.

Misture os tubos, com cuidado.

Incube a temperatura ambiente, durante 15 min.
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8. Compare o resultado do tubo de Teste com o do Controlo. Se o tubo de Teste estiver transparente ou menos turvo que
o tubo de Controlo, entéo o resultado é positivo. Se o tubo de Teste estiver igual ao tubo de Controlo, entédo o resultado
& negativo.

Controlo de qualidade pelo utilizador:

1.  Em simultaneo com o microrganismo que vai ser testado, devem ser analisados um controlo positivo (Streptococcus
pneumoniae ATCC 6303) e um controlo negativo (Enterococcus faecalis ATCC 29212).

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditagao

europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padréo de controlo de qualidade do seu laboratério. E recomendado

que o utilizador consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este assunto, para obter orientagdes

sobre praticas de controlo de qualidade apropriadas.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Para garantir a exactidao dos resultados utilize culturas com 18 a 24 h. Poder&o ocorrer resultados falsos negativos quando forem
utilizadas culturas com maior duragéo.45

Pode ser obtidos resultados falsos negativos com o Método de Coldnia Directo se o reagente contiver material que provoque
floculagéo. Por conseguinte, garantir que o reagente esta a uma temperatura minima de 23 °C antes de ser usado.

Se, no Método do tubo de ensaio, o pH néo for ajustado para a neutralidade antes da adicdo do Reagente desoxicolato, poderdo
ocorrer falsos negativos devido a precipitagdo do reagente.2

Caso ocorra apenas um aclaramento parcial no Método do tubo de ensaio, deve ser executado um segundo teste de confirmacgéo
utilizando o kit de teste BD Pneumoslide ou os discos BD Taxo P.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHOS

Downie, Stent e White testaram 25 estirpes (19 lisas, 6 rugosas) de pneumococos com multiplas diluicdes de acido deoxicolato a
10% (desoxicolato), utilizando o método do tubo, tendo apresentado os seguintes resultados. Os resultados foram idénticos para
todas as estirpes testadas com a excepgéo de uma estirpe rugosa que produziu um resultado positivo numa diluicéo de 1:20.

Diluigées finais
1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400
Acido desoxicolato a 10% + + + + + + _
n=24

APRESENTAGAO

No. de cat. Descrigao
261183 BD BBL Desoxycholate Reagent Droppers, 50
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Assisténcia Técnica e Suporte da BD Diagnostics: contacte o representante local da BD ou visite www.bd.com/ds.
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