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PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE

INTRODUGAO

O BD BBL BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract) Agar (Agar de extracto de levedura com carvao tamponado) é utilizado para
isolamento e cultura de espécies de Legionella.

PROCEDIMENTO DO TESTE DE DESEMPENHO

1. Inocule as amostras representativas com as culturas listadas abaixo.
a. Adicione 0,1 mL de uma cultura com 30 a 300 UFC/0,1 mL a cada placa e espalhe o in6culo com uma espatula de vidro estéril.
b. Incube as placas a 35 £ 2 °C numa atmosfera aerdbia.

c. Inclua p]acas de um lote previamente testado de placas de BD BBL BCYE Agar e BD BBL Trypticase Soy Agar with 5% Sheep
Blood (Agar de soja Trypticase com sangue ovino a 5%) como controlos de crescimento positivo e negativo, respectivamente.

2. Examine as placas apo6s 18 a 24 h e 42 a 48 h, verificando se ocorreu crescimento, pigmentacgéo e fluorescéncia.
3. Resultados esperados

Microrganismos de controlo do ATCC Recuperagao Colonias de cor/Fluorescéncia
CLSI (Estirpes ATCC)
*Legionella pneumophila 33152 Crescimento por volta Coldnias de cor branca-acinzentada, ou cinzenta a
das 72 h cinzenta azulada.**
*Fluoribacter (Legionella) bozemanii 33217  Crescimento por volta Coldnias de cor branca-acinzentada, ou cinzenta a
das 72 h cinzenta azulada; fluorescéncia branca-azulada sob luz

UV de elevado comprimento de onda.
Tatlockia (Legionella) micdadei 33204 Crescimento
Estirpe adicional utilizada

Fluoribacter (Legionella) dumoffii 33279  Crescimento Coldnias de cor branca-acinzentada, ou cinzenta a cinzenta
azulada. Fluorescéncia branca-azulada, apenas das
coldnias, sob luz UV de elevado comprimento de onda.

* Estirpe do microrganismo recomendada para o controlo de qualidade do utilizador.
** A norma M22-A3 do CLSI inclui “fluorescéncia amarela-esverdeada sob luz UV de elevado comprimento de onda”. De facto, esta espécie ndo
apresenta fluorescéncia.’2 O subcomité do CLSI ja foi informado desta discrepancia.

NOTA: A norma CLSI M22-A3 recomenda vivamente o teste de controlo de qualidade a meios isentos utilizados para organismos
exigentes, tais como a Legionella sp.

CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL

1. Examine as placas, conforme descrito em “Deterioragdo do produto”.

Examine visualmente as placas representativas, para assegurar que eventuais defeitos fisicos ndo irdo interferir com a utilizagao.
Determine o pH, através de potenciometria, a temperatura ambiente, para cumprimento da especificagéo de pH de 6,9 + 0,2.
Durante o procedimento de inoculacéo, tenha atengéo a solidez das placas.

Incube as placas representativas ndo inoculadas a 35 + 2 °C durante 72 h e examine-as, verificando se existe
contaminagao microbiana.
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INFORMAGOES SOBRE O PRODUTO

UTILIZACAO PRETENDIDA

O Buffered Charcoal Yeast Extract (BD BBL BCYE) Agar (Agar de extracto de levedura com carvdo tamponado) é utilizado para
isolamento primario e cultura de Legionella pneumophila e de outras espécies de Legionella, a partir de amostras colhidas no
ambiente e amostras clinicas.

RESUMO E EXPLICAGAO

O BD BBL BCYE Agar baseia-se na modificacao de Edelstein de meios anteriormente descritos. Em 1979, Feely et al. descreveram o
Agar de levedura com carvao (CYE) como uma modificagdo de um meio existente, o Agar F-G.12 Estes autores substituiram o amido
presente no Agar F-G por carvéo activado e substituiram o extracto de levedura por hidrolisado de caseina, o que resultou numa
melhor recuperacéo de L. pneumophila. Em 1980, Pasculle referiu que o Agar CYE podia ser melhorado através do tamponamento
do meio com Tampao ACES.3 Um ano mais tarde, Edelstein aumentou ainda mais a sensibilidade do meio através da adigéo de alfa-
cetoglutarato (Agar BCYE).4

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O BD BBL BCYE Agar é um meio enriquecido utilizado para isolamento e cultura de espécies de Legionella. O extracto de levedura
fornece proteina e outros nutrientes necessarios ao crescimento. A L-cisteina, um aminoacido essencial, e o pirofosfato férrico soluvel,
um suplemento de ferro, sao incorporados para satisfazer as necessidades nutricionais especificas das espécies de Legionella.

O alfa-cetoglutarato é adicionado para estimular o crescimento. O carvao activado decompde o peroxido de hidrogénio, um produto
metabdlico tdxico para as espécies de Legionella, e pode igualmente adsorver diéxido de carbono, modificando a tenséo de superficie.
O tampao ACES ¢ adicionado para manter o pH adequado para optimizagao do crescimento.
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REAGENTES
BD BBL BCYE Agar
Férmula* aproximada por litro de agua purificada

Extracto de levedura .........c.cccooiiiieiiiiiieee e 10,0 g Carvao, activado .........ccceoiiiieiiiiiie e 20 g
HCI L-CiSteiNa......coiiiiieiiieiee e 0,4 g Alfa-cetoglutarato ..........cocieiiiiiiiiiiiie e 1,0 g
Pirofosfato ferrico ..o 0,25 g AQAI ..t 15,0 g
TampB0 ACES ......ooiiiiit e 10,0 g

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

Adverténcias e Precaugoes

Para diagnéstico in vitro.

Caso seja observada humidade excessiva, deve inverter a parte inferior da placa sobre uma tampa inclinada e deixar secar ao ar para
evitar a formacgéo de um selo entre a parte superior e a parte inferior da placa durante a incubacao.

Nas amostras podem existir microrganismos 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 “Precaugdes padrio”s-8
e as linhas de orientagdo da instituicdo. Apos a utilizagéo e antes de serem eliminados, as placas preparadas, os recipientes de
amostras e outros materiais contaminados devem ser esterilizados em autoclave.

Instrugoes de armazenamento

Apos a recepgdo, armazenar as placas 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. As placas preparadas que forem armazenadas no seu invélucro inicial,
entre 2 e 8 °C, até ao momento imediatamente anterior a sua utilizagéo, podem ser inoculadas até ao fim do prazo de validade e
incubadas durante os periodos de incubagéo recomendados. Antes da inoculagao, deixar o meio aquecer até a temperatura ambiente.
Deterioragao do produto

Nao utilize placas que apresentem sinais de contaminagao microbiana, descoloragédo, secagem ou outros sinais de deterioragéo.

COLHEITA E PREPARAGAO DE AMOSTRAS

Foram criadas varias zaragatoas e recipientes para a colheita de amostras. As amostras devem ser obtidas antes de ser administrada
terapéutica antimicrobiana. Devem tomar-se as providéncias necessarias para a entrega imediata no laboratério. Foram criados varios
meios de conservagéao ou sistemas de transporte, tais como os produtos de colheita e transporte de amostras BBL, para prolongar a
sobrevivéncia de microrganismos quando se esperar um atraso significativo entre a colheita e a repicagem definitiva.

Para obter pormenores sobre a colheita e preparagio de amostras, consulte os textos apropriados.9.10

PROCEDIMENTO

Material Fornecido
BD BBL BCYE Agar

Material Necessario Mas Nao Fornecido
Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e equipamento laboratorial, conforme necessario.

Procedimento do teste

Utilizar técnicas assépticas.

A superficie do agar deve estar lisa, firme e humida, mas sem humidade excessiva.

Efectue a cultura da amostra o mais rapidamente possivel apds a recepgao no laboratério. Para proceder a cultura de uma amostra

a partir de uma zaragatoa, inocule o meio, fazendo rolar a zaragatoa sobre um tergo da superficie do agar e fazendo riscas sobre a
restante placa, de forma a obter coldnias isoladas. O material que néo é cultivado a partir de zaragatoas podera ser semeado, fazendo
riscas no meio com uma ansa de inoculagao esterilizada. A técnica das riscas na placa € utilizada principalmente para obter culturas
isoladas provenientes de amostras que contém flora mista.

Incube as placas em posicéo invertida (com o lado do agar voltado para cima), a uma temperatura de 35 + 2 °C, durante um periodo
minimo de 3 dias. Normalmente, o crescimento é visivel apos 3 a 4 dias, embora possa demorar até 2 semanas para aparecer.

Controlo de qualidade pelo utilizador

Cada lote de meio foi testado com microrganismos de controlo de qualidade adequados e estes testes cumprem as especificagdes do
produto e as normas CLSI, quando aplicaveis. Como é norma, os testes de CQ devem ser realizados de acordo com os regulamentos
locais, nacionais e/ou comunitarios aplicaveis, os requisitos de acreditagdo e/ou os procedimentos padrao de controlo de qualidade
do laboratorio.

RESULTADOS

Ap6s uma incubacao suficiente, as placas devem exibir colonias isoladas nas areas que foram semeadas com riscas e um crescimento
confluente nas areas de inoculagéo intensa. A Legionella pneumophila produz colodnias lisas, ligeiramente mucoides, incolores a azul-
acinzentadas claras, de pequena a grande dimenséo. Relativamente a morfologia, presenca e cor da fluorescéncia para as outras
espécies, etc., consulte as referéncias bibliograficas.1.12

Para confirmar os resultados, deve realizar-se uma coloragdo Gram, testes bioquimicos, bem como procedimentos serolégicos.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Alguns testes de diagndstico podem ser executados com a placa primaria. Contudo, é recomendada uma cultura pura para os
testes bioquimicos e para outros procedimentos de identificagéo. Para obter informagdes pormenorizadas e sobre os procedimentos
recomendados, consulte os textos apropriados.1.13.14
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CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes de serem comercializados, todos os lotes de BD BBL BCYE Agar séo testados relativamente as caracteristicas do desempenho.
As amostras representativas do lote sdo testadas com suspensdes celulares de Legionella diluidas em soro fisiolégico normal para
produzir 30-300 UFC/placas; a inoculagéo é efectuada fazendo riscas sobre a superficie do agar. As placas sdo incubadas a uma
temperatura entre 35 e 37 °C, durante trés dias, numa atmosfera aerdbia. E observado um crescimento moderado a intenso, a cor
correcta das coldnias e a fluorescéncia sob luz UV de elevado comprimento de onda.

APRESENTAGAO

N.° de cat. Descrigdao
221808 BD BBL BCYE Agar
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Assisténcia Técnica e Suporte: contacte o representante local da BD ou visite www.bd.com.

Becton, Dickinson and Company Benex Limited
7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire
Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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