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UTILIZAÇÃO PRETENDIDA
O BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit (Kit de teste de látex enzimático) fornece uma plataforma rápida para a identificação 
serológica de estreptococos beta-hemolíticos dos grupos A, B, C, D, F e G de Lancefield.

RESUMO E EXPLICAÇÃO
Estudos clínicos, epidemiológicos e microbiológicos demonstraram conclusivamente que o diagnóstico de infeções por estreptococos 
com base nos sintomas clínicos exige sempre a verificação microbiológica.4 Os estreptococos beta-hemolíticos são os agentes 
patogénicos humanos mais frequentemente isolados entre os representantes do género Streptococcus. Praticamente todos os 
estreptococos beta-hemolíticos possuem antigénios de hidratos de carbono específicos (antigénios dos grupos de estreptococos). 
Lancefield demonstrou que estes antigénios podem ser extraídos numa forma solúvel e identificados por reações de precipitação com 
antissoros homólogos. Atualmente, são utilizados diferentes procedimentos para a extração de antigénios estreptocócicos.1,2,6,7,10,11,12 
O BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit baseia-se na libertação de antigénios específicos das paredes celulares bacterianas 
através da ação de enzimas de lise. O antigénio extraído em conjunto com a aglutinação em látex fornece um método rápido, sensível 
e específico para a identificação dos grupos estreptocócicos A, B, C, D, F e G a partir de placas de cultura primária.

PRINCÍPIO DO TESTE
O método de agrupamento do BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit envolve a extração enzimática de antigénios de hidratos 
de carbono específicos de cada grupo. O Reagente de Extração Enzimática para Estreptococos fornecido no kit contém enzimas 
de lise com a capacidade de extrair os antigénios específicos do grupo estreptocócico com incubação a 37 °C. Os extratos podem 
ser facilmente identificados através da utilização de partículas de látex de poliestireno azul sensibilizadas com imunoglobulinas de 
coelho purificadas e específicas para cada grupo. Estas partículas de látex azul apresentam aglutinação muito forte na presença do 
antigénio homólogo e não apresentam aglutinação quando o antigénio homólogo está ausente.

MATERIAL FORNECIDO
Cada kit é suficiente para 50 testes. Os materiais são fornecidos prontos para serem usados.
•	 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex (Látex de teste enzimático): Cada frasco conta-gotas contém 2,5 mL de partículas 

de látex azul revestidas com anticorpos de coelho purificados contra os estreptococos dos grupos A, B, C, D, F ou G de 
Lancefield. As partículas de látex azul são suspensas num tampão com pH 7,4 e azida de sódio a 0,098% como conservante.

•	 BD BBL Streptocard Enzyme Positive Control (Controlo positivo): Um frasco conta-gotas com 2,5 mL de antigénios 
polivalentes prontos a utilizar, extraídos de estreptococos inativados dos grupos A, B, C, D, F e G de Lancefield. Os antigénios 
estão suspensos num tampão com pH 7,4 e azida de sódio a 0,098% como conservante.

•	 BD BBL Streptocard Extraction Enzyme (Enzima de extração): Um frasco com 22 mL de reagente de extração enzimática 
pronto a utilizar com conservante.

•	 Cartões de teste 
•	 Varetas de mistura
•	 Instruções de utilização

MATERIAL NECESSÁRIO MAS NÃO FORNECIDO
•	 Ansa ou agulha de inoculação
•	 Pipetas de Pasteur
•	 Tubos de ensaio de 12 x 75 mm
•	 Temporizador
•	 Banho-maria (37 °C)

ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO
Todos os componentes do kit devem ser armazenados a 2–8 °C. Não congelar. Os reagentes armazenados nestas condições 
permanecem estáveis até ao prazo de validade indicado no rótulo do produto.

PRECAUÇÕES
1. Não utilize os reagentes após o prazo de validade indicado no rótulo do produto.
2. Alguns reagentes contêm uma quantidade pequena de azida de sódio. A azida de sódio pode reagir explosivamente com as 

canalizações em cobre ou chumbo, se for permitida a sua acumulação. Apesar da quantidade de azida de sódio nos reagentes 
ser mínima, deve utilizar-se um grande volume de água ao eliminar os reagentes para a canalização.

3. Devem ser utilizadas as precauções universais durante o manuseamento, processamento e eliminação de todas as amostras 
clínicas. Todos os materiais de teste devem ser considerados potencialmente infeciosos durante e após a utilização e, como tal, 
devem ser manuseados e eliminados adequadamente.

4. O kit destina-se exclusivamente a uso diagnóstico in vitro.
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5. Os procedimentos, condições de armazenamento, precauções e limitações especificados nestas instruções devem ser seguidos 
para obter resultados de teste válidos.

6. Estes reagentes contêm material de origem animal e devem ser manuseados como potenciais portadores ou transmissores 
de doença.

COLHEITA DE AMOSTRAS E PREPARAÇÃO DE CULTURAS
Consulte um manual de microbiologia padrão para obter os procedimentos específicos para a colheita de amostras e a preparação 
de culturas primárias. Deve ser utilizada uma cultura fresca (18–24 horas) em ágar de sangue. Duas a quatro colónias equivalentes 
a 2–3 mm de crescimento deverão ser adequadas para o agrupamento.

PROCEDIMENTO DE TESTE
Todos os componentes deverão estar à temperatura ambiente antes da utilização.
1. Inverta o frasco conta-gotas suavemente várias vezes para ressuspender os reagentes de látex de teste. Examine os frascos 

conta-gotas para assegurar que as partículas de látex estão adequadamente em suspensão antes da utilização. Não utilize o 
reagente se não for possível obter uma ressuspensão do látex.

2. Aplique um rótulo num tubo de ensaio por cada isolado a testar. 
3. Adicione 400 µL de BD BBL Streptocard Extraction Enzyme a cada tubo.
4. Selecione 2–4 colónias beta-hemolíticas (2–3 mm de crescimento) com uma ança ou agulha descartável e suspenda as 

mesmas na Enzima de Extração. Em todos os casos, as colónias de estreptococos devem ser selecionadas a partir de uma 
área que proporcione a menor probabilidade de contaminação por outro microrganismo.

5. Proceda à incubação dos tubos num banho-maria a 37 °C durante exatamente 10 minutos. Misture cada tubo ao atingir 
metade do período de incubação.

6. Retire os tubos do banho-maria e deixe atingir a temperatura ambiente. 
7. Coloque uma gota do BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex de cada grupo em círculos distintos em cartões de teste distintos 

devidamente identificados para cada isolado testado.
8. Utilizando uma pipeta de Pasteur, coloque uma gota de extrato ao lado de cada gota de reagente de látex por cada teste.
9. Misture o látex e o extrato com as varetas fornecidas, utilizando toda a área dos círculos. Deve ser utilizada uma vareta nova 

para cada círculo de teste.
10. Oscile os cartões suavemente para permitir que a mistura flua lentamente ao longo de toda a área do anel de teste.
11. Procure sinais de aglutinação no prazo de 30 segundos.

PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DA QUALIDADE
O procedimento de controlo da qualidade de rotina para cada lote BD BBL Streptocard envolve o teste do BD BBL Streptocard 
Enzyme Test Latex e BD BBL Streptocard Extraction Enzyme com cada grupo de estreptococos (A, B, C, D, F e G), utilizando 
as estirpes ATCC, ou equivalente, conforme indicado nesta secção. O extrato destas estirpes apresentará aglutinação com o 
reagente de látex homólogo. O BD BBL Streptocard Enzyme Positive Control polivalente é utilizado para testar os reagentes de 
látex individuais.

Microrganismo Grupo de Lancefield Referência
Streptococcus pyogenes Grupo A ATCC 19615
Streptococcus agalactiae Grupo B ATCC 12386
Streptococcus dysgalactiae subesp. equisimilis Grupo C ATCC 12388
Enterococcus faecalis Grupo D ATCC 19433
Streptococcus sp. tipo 2 Grupo F ATCC 12392
Streptococcus dysgalactiae subesp. equisimilis Grupo G ATCC 12394

INTERPRETAÇÃO DOS RESULTADOS
•	 Resultado positivo: Uma aglutinação rápida e forte das partículas de látex azul no prazo de 30 segundos com um reagente de 

látex, ou quando um reagente de látex produz uma reação substancialmente mais intensa que os restantes cinco, é indicativa 
da identificação específica do isolado estreptocócico. Se ocorrer uma reação fraca com um único reagente de látex, a reação 
deve ser repetida com um inóculo mais concentrado. 

•	 Resultado negativo: Nenhuma aglutinação das partículas de látex. A observação de resíduos granulados no círculo de teste 
também deve ser considerada um resultado negativo.

•	 Resultado inconclusivo: Se for observada uma aglutinação fraca ou uma reação não específica (filamentos) no círculo de 
teste após 30 segundos, o teste deve ser repetido com uma nova repicagem. Se o novo teste produzir o mesmo resultado, 
o isolado deve ser identificado num teste bioquímico.

•	 Resultado não específico: Se ocorrer aglutinação de intensidade semelhante com mais de um grupo, verifique a pureza da 
cultura utilizada para realizar o teste. Se a cultura parecer ser pura, repita o teste e confirme a identificação do isolado com um 
teste bioquímico.

•	 A Figura 1 ilustra um esquema sugerido para o agrupamento de estreptococos.
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LIMITAÇÕES DO PROCEDIMENTO
1. Podem ocorrer resultados falsos negativos e falsos positivos se o kit não for utilizado conforme as instruções e se for utilizada 

uma quantidade inadequada de cultura para extração.
2. O kit destina-se a ser utilizado apenas para a identificação de estreptococos beta-hemolíticos. Se forem testados estreptococos 

alfa ou não hemolíticos, a identificação deve ser confirmada por testes bioquímicos5,9 (consulte o esquema sugerido para o 
agrupamento de estreptococos).

3. Foram observadas reações falsas positivas com microrganismos de géneros não relacionados, p. ex., Escherichia coli, Klebsiella 
ou Pseudomonas.3,8 Estes microrganismos apresentarão provavelmente aglutinação não específica com todos os reagentes 
de látex.

4. Algumas estirpes de estreptococos do Grupo D apresentaram reatividade cruzada com antissoros para o Grupo G; estas estirpes 
podem ser confirmadas como pertencentes ao Grupo D através do teste de bílis-esculina. O agrupamento de algumas estirpes 
de Enterococcus faecium e Streptococcus bovis poderá ser difícil.

5. Listeria monocytogenes pode apresentar reatividade cruzada com os reagentes de látex para os estreptococos do Grupo 
B e G. O teste da catalase pode ser utilizado para distinguir entre Listeria, um microrganismo positivo para a catalase, e os 
estreptococos, negativos para a catalase. A coloração Gram e o teste da motilidade podem ser utilizados como métodos 
auxiliares de diferenciação.

6. Algumas estirpes de Streptococcus milleri (Streptococcus anginosus) tipicamente não hemolíticas possuem antigénios A, C, F 
ou G e podem apresentar uma reação positiva com os reagentes de látex para os estreptococos A, C, F ou G. A morfologia em 
ágar de sangue e os testes bioquímicos devem ser utilizados para identificar estes organismos.

CARACTERÍSTICAS DO DESEMPENHO
Cento e sessenta e sete (167) estreptococos, compostos por 27, 56, 19, 31, 11 e 23 dos grupos A, B, C, D, F e G de Lancefield, 
foram testados com o BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit. A sensibilidade e a especificidade do kit foram de 99,4% e 100%, 
respetivamente. A sensibilidade e a especificidade de cada grupo são apresentadas na tabela abaixo. 

Grupo N.º total de estirpes N.º de estirpes 
confirmadas

Sensibilidade  
(%)

Especificidade  
(%)

Exatidão global  
(%)

Strep A 27 27 100 100 100
Strep B 56 56 100 100 100
Strep C 19 19 100 100 100
Strep D 31 31 100 100 100
Strep F 11 11 100 100 100
Strep G 23 22 95,7 100 99,4
Total 167 166 99,4 100 99,9

Figura 1: Esquema sugerido para o agrupamento de estreptococos

* Algumas estirpes do grupo D demonstraram reatividade cruzada com o antissoro para o grupo G.
  [Harvey, C. L. and Mcllmurray, M.B (1984) Eur. J. Clinical Microbiol,10,641].
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APRESENTAÇÃO
Nº. de cat. Descrição
240918 BD BBL Streptocard Enzyme Latex Test Kit, 50 testes.
240917 BD BBL Streptocard Acid Latex Test Kit, 50 testes.
240958 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex A, um frasco de 2,5 mL.
240957 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex B, um frasco de 2,5 mL.
240956 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex C, um frasco de 2,5 mL.
240938 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex D, um frasco de 2,5 mL.
240936 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex F, um frasco de 2,5 mL.
240935 BD BBL Streptocard Enzyme Test Latex G, um frasco de 2,5 mL.
240924 BD BBL Streptocard Extraction Enzyme, um frasco de 22,0 mL.
240933 BD BBL Streptocard Enzyme Positive Control, um frasco de 2,5 mL.
240928 BD BBL Streptocard Test Cards, caixa de 48. 

BIBLIOGRAFIA
1. Ederer, G.M., Herrmann, M.M., Bruce, R. Matsen, J.M. and Chapman, S.S. (1972). Rapid Extraction Method with Pronase B for 

Grouping Beta-Haemolytic Streptococci. Appl. Microbiol., 23, 285.
2. EL Kholy, A., Wannamaker, L.W. and Krause, R.M. (1974). Simplified Extraction Procedure for Serological Grouping of Beta-

Hemolytic Streptococci. Appl. Microbiol., 28, 836.
3. Elliot, S.D. and Tai, J.Y. (1978). The Type-Specific Polysaccharides of Streptococcus suis. J. Exp. Med.,148, 1699.
4. Facklam, R.R. (1980). Streptococci and Aerococci, Ch. 8 in Manual of Clinical Microbiology, 3rd Ed., Edited by Lennette, 

E.H. Balows, A., Hausler, W.J., and Truant, J.P. American Society for Microbiology, Washington, D.C. pages 88-110.
5. Facklam R.R. (1977). Physiological Differentiation of Viridans Streptococci. J. Clin. Microbiol., 5, 184.
6. Fuller, A.T. (1938). The Formamide Method for the Extraction of Polysaccharides from Haemolytic Streptococci. Brit. J. Exp. 

Path., 19, 130.
7. Maxted, W.R. (1948). Preparation of Streptococcal Extracts for Lancefield Grouping. Lancet, ii, 255.
8. Nowlan, S.S. and Deibel, R.H. (1967). Group Q Streptococci. I. Ecology, Serology, Physiology and Relationships to Established 

Enterococci. J. Bact., 94, 291.
9. Petts, D.N. (1984). Early Detection of Streptococci in Swabs by Latex Agglutination Before Culture. J. Clin. Microbiol., 19, 432. 
10. Rantz, L.A. and Randall, E. (1955). Use of Autoclaved Extracts of Haemolytic Streptococci for Serological Grouping. 

Stanford Med. Bull., 13, 290.
11. Watson, B.K., Moellering, R.C. and Kunz, L.J. (1975). Identification of Streptococci. Use of Lysozyme and Streptomyces albus 

filtrate in the Preparation of Extracts of Lancefield Grouping. J. Clin. Microbiol., 1, 274.
12. Slifkin, M., Cumbie, R. (1987) Serogrouping Single Colonies of Beta-Hemolytic Streptococci with Achromopeptidase Extraction. 

J. Clin. Microbiol. 25, 1555. 
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