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PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DA QUALIDADE

INTRODUCAO

Todd Hewitt Broth with Gentamicin and Nalidixic Acid (Meio Liquido de Todd Hewitt com
Gentamicina e Acido Nalidixico) 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 dilui¢do utilizada deve conter uma quantidade
inferior ou igual a 1000 UFC/mL 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 aerébia.

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

*Streptococcus agalactiae............. Crescimento

ATCC 12386

*Escherichia cOli......couuuueveececunnnnnnn. Auséncia de crescimento

ATCC 25922

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

CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL

1. Examine os tubos como descrito em “Deteriora¢do do Produto”.

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

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

4. Incube os tubos representativos ndo inoculados a uma temperatura entre 20 - 25°C e 30 - 35°C e
examine apos 7 dias para verificar se apresentam contaminag¢do microbiana.

INFORMACAO SOBRE O PRODUTO

UTILIZACAO PRETENDIDA

Todd Hewitt Broth with Gentamicin and Nalidixic Acid (Meio Liquido de Todd Hewitt com
Gentamicina e Acido Nalidixico) 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 doenca de instalacdo precoce ocorrendo na
primeira semana de vida." A doenca é transmitida ao recém-nascido por transmissao vertical de uma
mae portadora de estreptococos do grupo B no anus-recto ou area genital.

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos EUA propds directivas para rastreio e
utilizacdo da quimioprofilaxia intra-parto visando a prevencao de doenca neonatal por estreptococos
do grupo B2A utilizacdo Todd Hewitt Broth with Gentamicin and Nalidixic Acid (ou Lim Broth) esta
recomendada para maximizar a probabilidade de isolamento de estreptococos do grupo B apds
aplicacdo em placas de agar de sangue de ovelha.?®

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, infec¢do urinéaria
e infeccdo de feridas. Estdo associados a endocardite, pneumonia e a infec¢des da pele e dos tecidos
moles em doentes susceptiveis.*
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PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O Todd Hewitt Broth (Meio liquido Todd Hewitt) é um meio de utilizacdo geral utilizado
principalmente para cultura de estreptococos beta-hemoliticos, especialmente para estudos
serolc’>gicos.5‘6 Este meio é altamente nutritivo devido ao seu conteido em peptonas, dextrose e sais.
A dextrose estimula a produc¢do de hemolisina. O fosfato de sdédio e o carbonato de sédio funcionam
como tampdes para contrariar a acidez produzida durante a fermentacado da dextrose, protegendo
assim a hemolisina da inactivacdo pela acidez.”

A selectividade para estreptococos do grupo B é obtida mediante inclusdo de gentamicina e acido
nalidixico no meio. Os meios liquidos de enriquecimento selectivo incluem as vantagens do
enriquecimento e da seleccdo ao proporcionar condi¢cdes que promovem a prolifera¢do de
estreptococos do grupo B inibindo simultaneamente a proliferacdo de contaminantes.

REAGENTES
Meio Liquido Todd Hewitt BBL com gentamicina e acido nalidixico
Férmula Aproximada* Por Litro de Agua Purificada

Infusdo de coracdo de (SOlidOS) .....covvvruereereereeriererienen 3,1 g
PePTONA ... g
DEXIrOSE ...ttt g
Cloreto de Sédio.... . g
Fosfato de SOdio .....cccceruiiiiiiiiiiie g
Carbonato de SO0 .......ceeuerueirieeieeie e 25 g
Gentamicina.......... .

Acido Nalidixico

*Ajustado e/ou suplementado conforme necessario para cumprir os critérios de desempenho.

Adverténcias e precaugoes
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 orientacdo da
instituicdo. Apos a utilizacdo e antes de serem eliminados, esterilize em autoclave os tubos
preparados, recipientes de amostras e outros materiais contaminados.

Instrucoes de Armazenamento

Apos a recepgdo, 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 exposicdo a luz. Os meios
gue 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 incubac¢do recomendado. Antes da inoculacdo, deixar o meio aquecer até a
temperatura ambiente.

Deterioragao do produto
Nao utilizar os tubos que apresentem sinais de contaminac¢do microbiana, descoloracdo, secura ou
outros sinais de deterioracdo.

VIl COLHEITA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

As amostras adequadas para cultura podem ser preparadas utilizando varias técnicas. Para obter
informac¢des 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
Meio Liquido Todd Hewitt BBL com gentamicina e acido nalidixico

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

Inocule os tubos e incube com as tampas desapertadas a 35 + 2°C, durante 18 a 24 h, numa atmosfera
aerdbica com ou sem adicdo de diéxido de carbono.

Caso observe turvacdo, 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 padrao de
controlo de qualidade do seu laboratério. O utilizador deve consultar as orienta¢des 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 turvacdo comparada com um controlo
ndo inoculado.

Subculture numa placa de Trypticase Soy Agar with 5% Sheep Blood (Agar de Soja Trypticase 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 (beta hemoliticos ou ndo
hemoliticos, gram positivos e catalase negativos). Pode ser efectuada uma identificacdo especifica;
por exemplo, utilizando soros de grupagem estreptocécica, o teste CAMP ou outros procedimentos.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Para serem identificados, os organismos tém que estar numa cultura pura. Devem realizar-se testes
morfoldgicos, bioquimicos e/ou seroldgicos para uma identificacdo final. Para obter informacées
pormenorizadas e sobre os procedimentos recomendados, consulte os textos apropriados.* '

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Antes de serem comercializados, todos os lotes de Todd Hewitt Broth with Gentamicin and Nalidixic
Acid sao testados relativamente as caracteristicas do desempenho. As amostras representativas do
lote sdo inoculadas com 1,0 mL de culturas diluidas até conterem 1000 ou menos Unidades
Formadores de Coldnias (UFC) por mL de Streptococcus agalactiae (ATCC 12386) e 1,0 mL de
Escherichia coli (ATCC 25922) diluidas até conterem 10° UFC/mL. Os tubos sdo incubados com as
tampas desapertadas a 35 + 2°C. S. agalactiae apresenta um crescimento moderado a intenso no
prazo de 3 dias, enquanto que E. coli é inibida ao fim de 3 dias de incubagao.

Xl DISPONIBILIDADE

No. de cat. Descricao
299486 BD BBL Todd Hewitt Broth with Gentamicin and Nalidixic Acid, caixa de 100 tubos K
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Assisténcia Técnica e Suporte da BD Diagnostics: contacte o representante local da BD ou visite
www.bd.com/ds.

Becton, Dickinson and Company [EC[REP]  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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