BBL Lim Broth
L007461 ¢ Rev. 05 ¢ Janeiro 2011

PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DA QUALIDADE

INTRODUCAO

Lim Broth (Meio Liquido de Lim) é utilizado para o enriquecimento selectivo de
estreptococos do grupo B (Streptococcus agalactiae).

PROCEDIMENTO DO TESTE DE DESEMPENHO
1. Inocule as amostras representativas com as culturas listadas abaixo.

a. Utilizando pipetas de 1,0 mL estéreis, inocule os tubos com 1,0 mL de dilui¢des de
culturas em Trypticase Soy Broth com 18 a 24 h. A diluicdo utilizada deve conter
uma quantidade inferior ou igual a 1000 UFUmL para S. agalactiae e de 1,0 x 10°
UFC/mL para E. coli.

b. Incube os tubos com as tampas desapertadas a 35 + 2°C, numa atmosfera aerdbia.

2. Examine os tubos até um periodo maximo de 3 dias, verificando se ha crescimento.
3. Resultados Esperados

*Streptococcus agalactiae........... Crescimento (moderado a intenso)

ATCC 12386

*Escherichia cOli ........cccevvnencenns Inibicdo (parcial a completa)

ATCC 25922

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

NOTA: Este meio estd isento de testes de controlo da qualidade realizados pelo
utilizador, em conformidade com CLSI M22-A3.

CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL

Examine os tubos como descrito em “Deterioracdo do Produto”.

2. Examine visualmente os tubos representativos para se certificar de que quaisquer
defeitos fisicos existentes ndo irdo interferir com a utilizacao.

3. Determine o pH, através de potenciometria, a temperatura ambiente, para
cumprimento da especificacdo de pH de 7,8 + 0,2.

4. Incube os tubos representativos ndo inoculados a uma temperatura entre 20 — 25°Ce

30 - 35°C e examine apos 7 dias para verificar se apresentam contaminac¢do microbiana.

—_

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO

UTILIZACAO PRETENDIDA

Lim Broth (Meio Liquido de Lim) é utilizado para o enriquecimento selectivo de
estreptococos do grupo B (Streptococcus agalactiae), especialmente a partir de amostras
genitais.

SUMARIO E EXPLICACAO

Desde o seu aparecimento nos anos setenta, a doenca neonatal por estreptococos do grupo
B tornou-se na principal causa infecciosa de doenca e morte no recém-nascido. Antes de
1994, calculava-se que ocorriam anualmente 7.600 episédios de doenca por estreptococos
do grupo B invasivos, principalmente sépsis e meningite, em recém-nascidos nos Estados
Unidos, com aproximadamente 80% destes episédios representando doencga de instalacdo
precoce ocorrendo na primeira semana de vida." A doenca é transmitida ao recém-nascido
por transmissdo vertical de uma mé&e portadora de estreptococos do grupo B no anus-recto
ou area genital. Lim e colaboradores combinaram a utilizacdo de um meio liquido
enriquecido e selectivo com o teste de co-aglutinacdo em lamina para procederem ao
rapido despiste deste tipo de doentes maternos.”®

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos EUA propés directivas para rastreio
e utilizacdo da quimioprofilaxia intra-parto visando a prevenc¢do de doenga neonatal por
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estreptococos do grupo B.° A utilizacdo Todd Hewitt Broth with colistin and nalidixic acid
(Meio Liquido de Todd Hewitt com Colistina e Acido Nalidixico) esta recomendada para
maximizar a probabilidade de isolamento de estreptococos do grupo B apds aplicacdo em
placas de agar de sangue de ovelha." Lim Broth é preparado a partir de Todd Hewitt Broth
mediante adicdo de colistina e acido nalidixico, nas concentracées recomendadas, mais
extracto de levedura para uma melhor proliferacio de estreptococos do grupo B.”

Também foram identificados estreptococos do grupo B em casos de sépsis em mulheres ndo
parturientes e em homens, assim como em casos de infeccdo articular, osteomielite,
infeccdo urindria e infeccdo de feridas. Estdo associados a endocardite, pneumonia e a
infeccdes da pele e dos tecidos moles em doentes susceptiveis.”

PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

A base do Todd Hewitt Broth é um meio de utilizacdo geral utilizado principalmente para
cultura de estreptococos beta-hemoliticos, especialmente para estudos serolégicos.

As peptonas, dextrose e sais proporcionam uma base nutricional excelente para a
proliferacdo de estreptococos. O extracto de leveduras adicionado é uma fonte rica em
vitaminas do complexo B. A dextrose estimula a producao de hemolisina. O fosfato
dissédico e o carbonato de sédio funcionam como tampdes para contrariar a acidez
produzida durante a fermentac¢do do hidrato de carbono, protegendo assim a hemolisina
da inactivacdo pela acidez. O acido nalidixico e a colistina suprimem a proliferacdo de
bactérias gram negativas.

REAGENTES

Lim Broth

Férmula Aproximada* Por Litro de Agua Purificada
Infusdo de coragdo de (SOldOS) ......cceereriereriiniiereeiene 3,1
PePtONa ...
DEXEIOSE .ttt
Cloreto de Sédio
Fosfato dissodico
Carbonato de SOAIO ......uueeeeeeiieceeeee e e 2,5
Extracto de levedura...
Colistin@....cceeeeceeeeeenenne. .0,01
ACIAO NAIAIXICO e eeee e 0,015

*Ajustado e/ou suplementado conforme necessario para cumprir os critérios de desempenho.
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Adverténcias e precaugées
Para uso em Diagnéstico in-vitro

Os tubos que tém as tampas fechadas devem ser abertos com cuidado para evitar lesdes
provocadas pela quebra 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
com sangue e outros fluidos corporais, devem ser seguidas as “Precaucdes padrao”®'? 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 meios que se encontram dentro de tubos que sejam armazenados
conforme indicado no rétulo, até pouco antes de serem utilizados, podem ser inoculados
até ao fim do prazo de validade e incubados durante o periodo de incubacdo
recomendado. Antes da inoculacdo, deixar o meio aquecer até a temperatura ambiente.

Deterioracao do produto

Né&o utilizar os tubos que apresentem sinais de contaminacdo microbiana, descoloragao,
secura ou outros sinais de deterioracao.
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RECOLHA E MANUSEAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras adequadas para cultura podem ser preparadas utilizando varias técnicas. Para
obter informacées 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
Lim Broth

Material Necessario Mas Nao Fornecido

Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e
equipamento laboratorial, conforme necessario.

Procedimento de Teste
Utilize técnicas assépticas.

Inocule os tubos e incube com as tampas desapertadas a 35 + 2°C numa atmosfera aerdbica
com ou sem adicdo de didxido de carbono. Se desejar, execute um teste de co-aglutinacdo
em lamina para estreptococos do grupo B ao fim de 5 h de incubacio.”

Caso observe turvacdo decorridas 18 a 24 h, subculture a partir da cultura em meio liquido
para uma placa de agar de sangue de ovelha; caso contrario, incube durante mais 24 h
antes de eliminar.

Controlo de Qualidade do 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. O utilizador deve
consultar as orientacdes CLSI e os regulamentos CLIA relevantes sobre as praticas de
Controlo da Qualidade adequadas.

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 em meio liquido é indicado pela presenca de turvagdo comparada com um
controlo n&o inoculado.

Subculture numa placa de Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (Agar de Soja
Tripticase com 5% de Sangue de Ovelha) (TSA Il) e incube durante 18 a 24 h, ou até 48 h se
for necessario. Identifique os microorganismos sugestivos de estreptococos do grupo B
(cocos beta hemoliticos ou ndo hemoliticos, gram positivos e catalase negativos). Pode ser
efectuada uma identificacdo especifica; por exemplo, utilizando soros de grupagem
estreptocdcica, o teste CAMP ou outros procedimentos.

Jones e col. Participaram a detec¢do de estreptococos do grupo B por co-aglutinacdo em
lamina apés 5 h de incubacz:léo gquando a concentra¢do dos microorganismos na cultura era
de 10’ por mL ou superior.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Para serem identificados, os organismos tém que estar numa cultura pura. Devem realizar-
se testes morfolégicos, bioquimicos e/ou serolégicos para uma identifica¢do final. Para
obter informacgdes Bormenorizadas e sobre os procedimentos recomendados, consulte os
textos apropriados.”'*"

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Nguyen e col. utilizaram Lim Broth em conjunto com Trypticase Soy Agar with 5% Sheep
Blood (TSA) como o ‘padrdo de referéncia’ para a deteccdo de estreptococos do grupo B a
partir do aparelho genital inferior em mulheres gravidas. Em 524 mulheres, 90
apresentaram culturas positivas com Lim Broth ou TSA. A sensibilidade, especificidade,
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valor preditivo positivo e valor preditivo negativo de Lim Broth foram de 97% (87/90),
100% (434/434), 100% (87/87), e 97% (434/437), respectivamente.’®

Xl DISPONIBILIDADE

No. de cat. Descricao
292209 BBL Lim Broth, 5 mL, emb. com 10 tubos K
296266 BBL Lim Broth, 5 mL, caixa com 100 tubos K
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