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UTILIZACAO PRETENDIDA

O BBL CHROMagar 0157 é um meio selectivo para o isolamento, diferenciacao e presumivel
identificac@o de estirpes de Escherichia coli O157:H7 a partir de fontes clinicas, veterinérias,
alimentares e ambientais.

BBL CHROMagar 0157 foi validado pelo AOAC-Research Institute no a&mbito do programa
Performance Tested Methods®" para a anélise de carne de vaca crua e cidra de maca néo
pasteurizada usando os métodos BAM da FDA, ISO e FSIS da USDA.

PRINCIPIOS E EXPLICACAO DO PROCEDIMENTO

Método microbiolégico.

E. coli O157:H7 é o agente patogénico mais frequentemente isolado nas fezes.*® Todavia, a
auséncia de diarreia sanguinolenta ndo exclui a presenca de E. coli 0157:H7.” Este serotipo
provoca uma ampla variedade de doencas, desde a diarreia ligeira ndo sanguinolenta até a
diarreia sanguinolenta grave (colite hemolitica), sindrome hemolitico-urémico e morte.**®

O isolamento de E. coli O157:H7 é superior ao de alguns outros agentes patogénicos entéricos
comuns, especialmente Shigella, em muitas areas e grupos etarios. A transmisséo faz-se
frequentemente por ingestéo de carne de vaca crua ou mal cozinhada; também foram
implicados outros alimentos.*® Para além disso, pode ocorrer transmissao inter-pessoal, bem
como a partir de fontes de também &gua recreativa.*®

CHROMagar 0157 destina-se ao isolamento, diferenciacéo e presumivel identificacao de E. coli
0157:H7. Gracas aos substratos cromogénicos presentes no meio, as coldnias de E. coli 0157:H7
produzem uma cor roxa, permitindo assim a identificacdo presumivel da placa de isolamento primario
e a diferenciac@o de outros microrganismos. Em amostras com nimeros baixos de E. coli O157:H7,
0s métodos de enriquecimento podem revelar-se Uteis antes de proceder a inoculacdo do meio.

CHROMagar 0157 foi originalmente desenvolvido por A. Rambach, CHROMagar, Paris, Franca.
A BD, no ambito de um acordo de licenciamento, optimizou esta formulagéo utilizando a
propriedade intelectual proprietaria usada no fabrico do meio em placa BBL CHROMagar 0157.

Em concreto, peptonas Difco fornecem os nutrientes. A adicdo de telurito de potassio, cefixima
e cefsulodina, reduz o nimero de bactérias que néo E. coli 0157:H7 proliferando neste meio. A
mistura de cromogénios é composta por substratos artificiais (cromogénios), que libertam um
composto colorido insolavel quando hidrolisado por uma enzima especifica. E. coli O157:H7
utiliza um dos substratos cromogénicos produzindo colonias de cor roxa. Considera-se a
proliferacéo de coldnias de cor roxa como presumivel para E. coli 0157:H7 em BBL CHROMagar
0157. Bactérias diferentes de E. coli O157:H7 podem utilizar outros substratos cromogénicos,
resultando no aparecimento de coldnias de cor azul a azul-esverdeadas ou, caso hao se utilize
nenhum dos substratos cromogénicos, as colonias podem ter a sua cor natural. Isto facilita a
deteccdo e diferenciacdo de E. coli O157:H7 relativamente a outros microrganismos.

*AS AMOSTRAS FORNECIDAS PELO PRODUTOR DESTE MODELO DE KIT DE TESTE FORAM AVALIADAS DE
FORMA INDEPENDENTE PELO AOAC RESEARCH INSTITUTE, TENDO-SE VERIFICADO QUE O SEU
DESEMPENHO ESTA DE ACORDO COM AS ESPECIFICAGCOES DO PRODUTOR CONFORME DECLARADO NO
FOLHETO DESCRITIVO DO KIT DE TESTE. O PRODUTOR CERTIFICA QUE ESTE KIT ESTA, SOB TODOS OS
ASPECTOS, EM CONFORMIDADE COM AS ESPECIFICACOES ORIGINALMENTE AVALIADAS PELO AOAC
RESEARCH INSTITUTE, CONFORME DETALHADO EM Performance Tested Methods, CERTIFICADO NUMERO 090501.
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REAGENTES
BD CHROMagar 0157 Medium
Formula Aproximada* Por Litro de Agua Purificada

Cromopeptona 16,09
Cloreto de Sadio 7049
Mistura de cromogénios 0,659
Telurito de potassio 2,5mg
Cefixima 0,05 mg
Cefsulodina 4,0 mg
Agar 140¢g
pH: 7,1 £0,2

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

PRECAUCOES

. Apenas para uso profissional.

Caso seja observada humidade excessiva, deve-se inverter a parte inferior da placa sobre uma
tampa inclinada e deixar secar ao ar para evitar a formacao de um selo entre a parte superior e
a parte inferior da placa durante a incubacédo. Proteger da luz durante a secagem. Consultar
ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE

N&o utilizar as placas que apresentem sinais de contaminac¢do microbiana, descoloracgéo,
secura, fissuras ou outros sinais de deterioracéo.

Nas amostras podem existir microorganismos patogénicos, incluindo os virus das hepatites e o
virus da imunodeficiéncia humana. Na manipulacdo de todos os itens contaminados com
sangue e outros liquidos corporais, devem ser seguidas as Precaucdes Padrao®*! e as linhas
de orientacdo da instituicao.

Nas amostras alimentares podem estar presentes microorganismos patogénicos, incluindo

E. coli O157. Utilizar técnicas assépticas e cumprir as precaucdes estabelecidas contra perigos
microbiol6gicos em todos os procedimentos.

Apobs a utilizacao e antes de serem eliminados, as placas preparadas, 0s recipientes de
amostras e outros materiais contaminados devem ser esterilizados em autoclave.

Consultar as INSTRUCOES GERAIS DE UTILIZACAO para informagdo sobre 0s
procedimentos de manuseamento asséptico, 0s riscos hioldgicos e os procedimentos de
eliminacéo do produto usado.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE

Apos recepcéo das placas, conservar no escuro a uma temperatura entre 2 e 8°C, dentro do
invélucro original até ao momento da utilizagdo. Evitar congelar e aquecer excessivamente.
Abra apenas quando estiver pronto a utilizar. As placas podem ser inoculadas até terminar o
prazo de validade (ver a etiqueta da embalagem) e incubadas durante o tempo de incubacéo
recomendado. Antes da inoculacao, deixar 0 meio aquecer até a temperatura ambiente.

As placas sédo fornecidas em pilhas de 10 e poderao ser utilizadas no prazo maximo de uma
semana, se forem conservadas em local limpo a uma temperatura entre 2 e 8°C. Minimizar a
exposicao aluz antes e durante a incubacédo, uma vez que a luz poderé destruir os
cromogénios.

CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR

Verificar o desempenho inoculando uma amostra representativa das placas com culturas puras
de microrganismos de controlo estaveis que produzam as reacc¢des conhecidas e desejadas
(para pormenores, consultar o documento INSTRUCOES GERAIS DE UTILIZACAO). Estéo
recomendadas as estirpes de teste mencionadas no Quadro em baixo. Incubar em condicbes
aerdbias durante 18 a 24 horas, a uma temperatura de 35 + 2°C num ambiente escuro.
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Estirpes Resultados de crescimento

Escherichia coli O157:H7 Crescimento razoavel a excelente. Coldnias cinzento-

ATCC 700728 (=NCTC 12900) violeta a rosa-violeta (= roxo)

Escherichia coli ATCC 25922 Inibicdo parcial a completa; colonias azul-verde; podem
apresentar um halo azul-verde

Enterobacter cloacae ATCC 13047 Crescimento: Col6nias azul-verdes a azuis

N&o inoculadas Incolor a bege claro, transparente

Os requisitos de controlo da qualidade tém de ser realizados de acordo com os regulamentos
ou as exigéncias de acreditacdo aplicaveis locais, estaduais e/ou federais [EUA] e os
procedimentos de Controlo da Qualidade em vigor no laboratério. E recomendado que o
utilizador consulte as normas relevantes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(anteriormente NCCLS) sobre as praticas de controlo de qualidade apropriadas.

PROCEDIMENTO
Materiais fornecidos
BD CHROMagar 0157 Medium (placas Stacker de 90 mm). Microbiologicamente controlado.

Materiais Necessarios mas N&o Fornecidos: Meios de cultura auxiliares, reagentes,
microrganismos de controlo da qualidade e outro equipamento laboratorial, conforme
necessario.

Tipos de amostra

Para o uso clinico, consultar os procedimentos laboratoriais para pormenores sobre 0s
procedimentos para colheita de amostras e sua manipulacao. Este meio é usado para o
isolamento de Escherichia coli O157:H7 a partir de amostras de fezes ou zaragatoas rectais de
doentes com suspeita de infeccdo por este agente.

Por teste de produtos agroalimentares, seguir os métodos padrao adequados para detalhes
sobre a preparacéo e processamento de amostras, de acordo com o tipo de amostra e sua
localizacdo geogréfica.

Consultar também CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO E LIMITA(;C)ES DO
PROCEDIMENTO.

Procedimento do teste

Utilizar técnicas assépticas. A superficie do agar deve estar lisa e hiUmida, mas sem humidade
excessiva.

Para amostras clinicas, logo ap0s a recepc¢ao no laboratério, inocular a amostra numa placa
com BBL CHROMagar 0157 e espalhar para obter o isolamento. Se a amostra estiver a ser
cultivada a partir de uma zaragatoa, fazer rolar a zaragatoa sobre uma pequena area da
superficie na extremidade e, em seguida, espalhar a partir desta area com um ansa. Em
alternativa, as placas podem ser inoculadas a partir de pré-enriquecimentos. Incubar as placas
em condicfes aerdbias, a uma temperatura de 35 £ 2°C durante um periodo de 18 a 24 h em
posicao invertida (com o lado do agar voltado para cima). Também se podem inocular outros
meios, tais como BD MacConkey Il Agar, visando permitir a detecgdo de outros agentes
patogénicos entéricos.

Para amostras alimentares, consultar as referéncias adequadas e seguir os métodos padrao
aplicaveis. Inocular caldo de enriquecimento incubado ou particula de amostra alimentar
rastreada em BBL CHROMagar 0157 e espalhar para obter o isolamento. Incubar as placas em
condicbes aerdbias, a uma temperatura de 35 + 2°C durante um periodo de 18 a 24 h em
posicao invertida (com o lado do agar voltado para cima).

Resultados

ApG6s uma incubagéo correcta, ler as placas contra um fundo branco. E. coli O157:H7 ira
produzir colénias de cor roxa no meio BBL CHROMagar O157. Todas as colénias roxas devem
ser confirmadas bioquimica e/ou serologicamente antes de serem reportadas como E. coli
0157:H7.%%*° Os microrganismos Gram-positivos devem estar totalmente inibidos.
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Mircrorganismos Gram-negativos para além de E. coli O157:H7 serédo inibidos ou produzirdo
colonias incolores, azuis, verdes, azuis-verdes (agua) ou de cor natural.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO E LIMITAC}C)ES DO PROCEDIMENTO

O BD CHROMagar 0157 é um meio cromogénico para o isolamento selectivo e presumivel
identificac@o de E. coli 0157:H7 a partir de fontes clinicas, veterinarias, alimentares e
ambientais.

Resultados de desempenho®?

Testes clinicos: Procedeu-se a avaliacdo de um total de 110 isolados fecalis congelados e 16
culturas de fezes (10 frescas e 6 arquivadas) num hospital metropolitano utilizando BBL
CHROMagar 0157, Sorbitol MacConkey (SMAC) e Sorbitol MacConkey com Cefixime e
Telurito (SMAC-CT). Os isolados fecais congelados consistiram em 50 E. coli O157:H7, 15 E.
coli ndo 0157, 8 E. coli ndo 0157 positivas para a toxina Shiga e 37 outras Enterobacteriaceae
e bastonetes ndo fermentadores Gram-negativos. Verificou-se que sete das 16 fezes testadas
eram positivas para E. coli 0157:H7. Registaram-se as seguintes sensibilidades e
especificidades:

Sensibilidade (No.) Eespecificidade (No.)
BBL CHROMagar 0157 98% (56/57) 100% (69/69)
SMAC 96% (55/57) 80% (55/69)
SMAC-CT 100% (57/57) 93% (64/69)

Teste de produtos agroalimentares

BBL CHROMagar 0157 foi validado pelo AOAC-Research Institute no ambito do Performance
Tested Methods Program.*? BBL CHROMagar 0157 foi avaliado relativamente & deteccéo de E.
coli O157:H7 em carne de vacia crua e cidra de macé néo pasteurizada utilizando amostras
semeadas. A recuperacdo de E. coli 0157:H7 em BBL CHROMagar 0157 foi comparada com
a dos meios em placa de referéncia da BAM da FDA, I1SO e FSIS da USDA. Cumpriram-se 0s
procedimentos de rastreio e enriquecimento recomendados de referéncia para os meios de
referéncia e BBL CHROMagar O157. A separacdo imunomagnética (IMS) foi efectuada de
acordo com os métodos USDA e ISO. Das 180 amostras alimentares testadas, 45 foram
testadas usando os métodos BAM da FDA e FSIS da USDA, tendo 90 sido testadas usando
métodos 1ISO. BBL CHROMagar 0157 produziu uma sensibilidade de 100% e uma
especificidade de 100% comparativamente com os métodos de referéncia para as duas
matrizes alimentares. Nao se registou qualguer falso negativo nos testes das matrizes
alimentares. Com base na analise do Chi-quadrado, ndo se registou qualquer diferenca
estatistica relativamente a recuperacéo utilizando o método BBL CHROMagar O157 em
comparacdo com os meios em placa de referéncia. Os isolados conhecidos, incluindo 54
estirpes de E. coli 0157:H7 (3 das quais estirpes nao moéveis) e 32 estirpes ndo E. coli 0157:H7,
foram avaliados em BBL CHROMagar 0157 com uma sensibilidade e especificidade de 100%.
Os resultados destes estudos demonstram que BBL CHROMagar O157 é um meio eficaz para
a recuperacao e detecgao de E. coli O157:H7 em carne de vaca crua e cidra ndo pasteurizada
utilizando os métodos BAM da FDA, I1SO e FSIS da USDA. Ver o Quadro 1 para o resumo dos
resultados do estudo de comparacao dos métodos de validacéo.

Quadro 1: Resumo dos resultados da comparacao dos métodos de validacdo

Matriz Método Nivel de Total de Total de Positivos Positivo para | Concordéan Chi-
Alimentar in6culo amostras | positivos de CHROMagar cia entre Quadrado®
referéncia 0157 métodos’

Carne de vaca Carne Alto 20 15 12 15 85% 1,33

crua de vaca Baixo 20 13 10 13 85%° 1,33
USDA Controlo 5 0 0 0 - -

Carne de vaca Carne Alto 20 17 16 17 95% 0,00

crua de vaca Baixo 20 10 9 10 95%° 0,00
ISO Controlo 5 0 0 0 - -

Cidra ndo Cidra Alto 20 19 19 19 100% 0,00

pasteurizada ISO Baixo 20 14 14 14 100% 0,00
Controlo 5 0 0 0 - -

Cidra ndo Sidra Alto 20 13 13 13 100% 0,00

pasteurizada FDA Baixo 20 10 10 10 100% 0,00
Controlo 5 0 0 0 - -

PA-254105.04 Pagina 4 de 6



! Representa a percentagem de amostras positivas e negativas confirmadas, combinadas, que eram equivalentes
entre os métodos de referéncia e BBL CHROMagar O157.

2 Amostras positivas adicionais detectadas pelo método BBL CHROMagar O157: 3 positivos adicionais ao testar
carne de vaca crua pelo método USDA / FSIS e 1 positivo adicional ao testar carne crua pelo método 1SO.

% valores de Chi-quadrado < 3,84 indicam a auséncia de diferencas significativas com p < 0,05.

LimitacBes do Procedimento

BBL CHROMagar O157 ndo detecta serotipos entero-hemorragicos ou entero-patogénicos de
E. coli diferentes do O157:H7, dado que estes podem diferir bioquimicamente. Estirpes de

E. coli O157:H7 positivas para 3-glucuronidase ndo serdo detectadas com BBL CHROMagar
0157; todavia, estas estirpes sao raras.

BBL CHROMagar 0157 nédo faz a diferenciacéo entre as estirpes de E. coli 0157:H7 que
produzem toxinas das que nao as produzem.

Podem crescer neste meio microrganismos diferentes de E. coli O157:H7, tais como Proteus spp.;
todavia, produzem habitualmente uma cor diferente. Caso se observem colénias roxas nédo
isoladas, o isolamento pode ser obtido mediante subcultura noutra placa de BBL CHROMagar
0157. Foram identificadas estirpes raras de E. coli (bioquimicamente semelhantes a Shigella)
que produzem resultados falsos positivos em BBL CHROMagar O157. A incubacéo a
temperaturas inferiores as recomendadas pode atrasar a deteccdo de reacc¢des positivas. Se a
temperatura de incubacdo for inferior a 35 + 2°C, as placas devem ser incubadas durante 24 h
antes de serem reportadas como negativas. *

S&0 necessarios testes de confirmac&o para uma identificacdo definitiva. *>°

Este meio ndo deve ser usado para o isolamento de agentes patogénicos entéricos diferentes
de E. coli O157:H7.
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EMBALAGEM / APRESENTACAO
BD CHROMagar 0157 Medium
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Cat. No. 254105 Meios em placas prontos a usar, 20 cpu

INFORMACOES ADICIONAIS
Para obter informagfes adicionais, contacte o representante local da BD.

d Becton Dickinson GmbH
BD Diagnostic Systems
Tullastrasse 8 — 12
D-69126 Heidelberg/Germany
Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

BD Diagnostic Systems Europe

Becton Dickinson France SA

11 rue Aristide Berges

38800 Le Pont de Claix/France

Tel: +33-476 68 3636 Fax: +33-476 68 3292 http://www.bd.com

AOAC is a trademark and Performance Tested Methods is a service mark of AOAC International.
ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.

CHROMagar is a trademark of Dr. A. Rambach.

Difco is a trademark of Difco Laboratories, subsidiary of Becton, Dickinson and Company.

BD, BD Logo and BBL are trademarks of Becton, Dickinson and Company.

© 2006 BD.
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