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Meio enriquecido, néo seletivo e diferencial pela caracterizagéo de Listeria spp. através do
teste de atividade hemolitica e CAMP Test, seguindo as indicagées da ISO 11290. E

identificagéo bioquimica de B.cereus seguindo indicagdes da ISO 7932.

Registro ANVISA:

Nao aplicavel

Apresentacéao:
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1. INTRODUGAO

O meio de cultura agar sangue de carneiro proporciona o
crescimento da grande maioria das bactérias Gram positivas e
Gram negativas bem como de fungos (bolores e leveduras), a partir
de uma base rica e suplementada, oferecendo 6timas condigbes de
desenvolvimento para microrganismos nao fastidiosos.

O Agar Sangue Segundo ISO é utilizado no isolamento, cultivo e
deteccdo de atividade hemolitca de B. Cereus e Listeria
monocytogenes, bem como outros microrganismos fastidiosos. O
produto também é utilizado no CAMP Test, que é um teste opcional
para Listeria monocytogenes, ISO 12290:2017.

A conservagao dos eritrocitos integros favorece a formagéo de halos
de hemodlise nitidos, facilitando a diferenciagéo de algumas espécies
hemoliticas.

O CAMP Test, desenvolvido por Christie, Atkins e Munch-Peterson,
1944, baseia-se na beta hemolisina (beta toxina) secretada pelo
Staphylococcus aureus que reage frente a proteina denominada
fator Camp (N-acetil-esfingosina), na intersecgao dos dois fatores
hemoliticos o processo de hemdlise se intensifica, hemdlise
sinérgica, formando um halo de alta hemdlise normalmente em
forma de flecha.

O meio de cultura Agar Sangue 1SO contém peptona de caseina e
extrato de levedura que fornecem nitrogénio, carbono, aminoacidos
e vitaminas. Proteoma peptona é a fonte de nitrogénio para o
sangue. O equilibrio osmético € mantido pela concentragdo de
cloreto de sodio e o agar utilizado como agente solidificante. A
suplementagdo com sangue de carneiro desfibrinado a 5% & um
fator de crescimento para microrganismos fastidiosos, como por
exemplo, o Bacillus cereus e Listeria monocytogenes, entre outros
microrganismos, sendo a base para determinar os padroes de
hemolise.

2. COMPOSIGAO

F = Concentragao/
ormulagao L
Digest&o enzimatica de tecido animal 159

Digestao Figado 2,59

Extrato de Levedura 59

Cloreto de Sédio 59

Agar 9g a 18g

Agua Deionizada 1L

Sangue Desfibrinado 50mL

pH 7,4+ 0,2 a 25°C

A férmula pode ser ajustada el/ou suplementada, conforme
necessario, para cumprir os critérios de desempenho.

3. AMOSTRAS
a- Tipos de amostras
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- Vérios tipos de amostra podem ser inoculados no Sangue Agar
Segundo ISO.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservagao das amostras, conforme sua politica da qualidade.

- Sempre considerar as necessidades especificas dos
microrganismos alvos das andlises, microrganismos com
necessidades especiais (suplementos especificos ou ambiente
controlados) podem n&o apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que nido apresente os requisitos
minimos.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério as placas devem ser
armazenadas em temperatura de 2 a 12°C, condigbes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em roétulo,
desde que isento de contaminagéo de qualquer natureza. O uso de
refrigerador tipo frost-free nao é recomendado para meios de cultura
devido ao efeito desidratante deste tipo de equipamento.
Considerando que este produto é gelatinoso e sua composigéo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagbes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensagdo, de pouco a muita, acumulando agua na placa.
Recomenda-se guardar as placas com os meios de cultura virados
para cima e, quando necessario, desprezar a agua acumulada e
deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizagao.

Conforme descrito em literatura, o laboratério deve retirar da
refrigeragdo apenas a quantidade de produto que devera ser
utilizada em sua rotina e deixar estabilizar a temperatura, ou secar a
agua condensada, antes de sua utlizacdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubagdo em estufa (x37°C) para
redugdo do tempo de secagem ou estabilizagdo. A repeticdo do
processo de refrigeragdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a
constante troca de temperatura pode levar a desidratagdo do meio,
expor o produto a contaminagdes ou gerar um acumulo de agua
excessivo.

A éagua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagao de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

Devido a presenga de substratos sensiveis, recomenda-se manter o
produto protegido de incidéncia direta de luz (natural ou artificial) e
evitar grandes variagbes de temperatura até a utilizagao.

b- Precaugébes e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagndstico in vitro;

- Uso restrito por profissionais;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protegdo individual e
coletivo;

- Nao inalar ou ingerir;

- N&o utilizar placas com sinais de contaminagdo, ressecamento ou
com alteragdes de cor ou espessura;
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- Nao usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protegéo de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgbes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para o manuseio seguro;

- O procedimento de descarte do produto se baseia na RDC 222
(ANVISA) de 28 de margo de 2018, que regulamenta as boas
praticas de gerenciamento dos residuos de servigos de saude.

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab.

- Contate o servico de vigilancia sanitaria de sua regido para
garantir o cumprimento correto da legislagdo de descarte de
produtos potencialmente contaminantes.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Estufa bacterioldgica;

- Algas bacteriologicas;

- Bico de Bunsen;

- Sistema de geragdo de CO;;

- Jarra hermeticamente fechada para tenséo de CO;;

- Cepa Staphylococcus aureus beta-hemolitico (ATCC 25923 ou
ATCC 49444);

- Cepa Rhodococcus equii (ATCC 6939).

6. PROCEDIMENTO TECNICO

6.1 Atividade Hemolitica

a- Retirar o pacote de placas da geladeira e separar as placas a
serem usadas, retornando o pacote a geladeira;

b- Colocar as placas em estufa bacterioldgica entre 35-37°C pelo
tempo necessario para adquirirem esta temperatura;

c- Inocular as coldnias, transferindo o indculo para um Unico ponto
do meio, por simples contato.

d- Incubar o material em estufa bacteriolégica pelo periodo
tecnicamente indicado.

Nota: Se necessario utilizar incubador para obter tensdo de COy;

e- ApOs a incubagao, verificar o crescimento e a ocorréncia de um
halo claro de hemdlise ao redor das colbnias.

6.2 CAMP Test

a- Retirar o pacote de placas da geladeira e separar as placas a
serem usadas, retornando o pacote a geladeira;

b- Colocar as placas em estufa bacteriolégica entre 35-37°C pelo
tempo necessario para adquirirem esta temperatura;

c- Inocular uma cultura B-hemolitica de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923 ou 49444) e uma cultura de Rhodococcus equii
(ATCC 6939). Cada cultura deve ser inoculada em uma Unica estria,
mantendo as duas estrias paralelas entre si.

d- No espago entre as estrias de S. aureus e R. equii, inocular uma
Unica estria de cada cultura suspeita, perpendicular as outras duas,
porém, sem toca-las, com uma distancia de 1 a 2 mm.

e- Varias amostras podem ser estriadas na mesma placa.

Legenda:

R - Rhodococcus equii

S - Staphylococcus aureus

1- Listeria monocytogenes

2- Listeria innocua (sem hemolise)
3- Listeria ivanovii
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f- Incubar o material em estufa bacteriolégica pelo periodo
tecnicamente indicado.

7. RESULTADOS

7.1 Atividade hemolitica

Observar se ha formagdo de um halo claro de hemdlise ao redor
das colbnias (teste positivo).

- B. cereus sao fortementes hemoliticos, produzindo halos grandes
e bem nitidos, enquanto B. mycoides e B. thuringiensis séo
fracamente  hemoliticos, produzindo halos menores ou,
eventualmente, zona de hemolise restrita a regido sob a colénia. As
cepas de B. anthracis geralmente ndo sao hemoliticas.

- L. monocytogenes formam halos discretos, que ndo se estendem
muito para fora da regido da colbnia, enquanto L. ivanovii forma
halos grandes e bem definidos e a L. innocua ndo apresenta
hemdlise. Resultados duvidosos podem ser esclarecidos pelo
CAMP Test.

7.2 CAMP Test

- L. monocytogenes produzem uma reacado de hemolise discreta,
porém, nas proximidades da estria de S. aureus, o halo torna-se
maior e mais nitido. A atividade hemolitica estende-se apenas até
2mm da cepa de S. aureus, dentro da zona fracamente hemolitica
devido ao crescimento da cepa.

- L. seeligeri apresenta reagdo semelhante a de L. monocytogenes.
- L. ivanovii, ao contrario, apresentam halo mais nitido nas
proximidades da estria de R. equii. Onde a reagdo positiva &
observada como uma grande seta de hemdlise (5mm a 10mm).

- As outras espécies de Listeria ndo sao hemoliticas e ndo reagem
nesse teste, por exemplo, L. inoccua.

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

Os resultados falsamente positivos ou negativos podem ocorrer,
com maior frequéncia, nas seguintes situagdes:

- Tempo longo entre a semeadura da amostra e analise. Ao utilizar
coldénias isoladas em um periodo superior a 24 horas, o
metabolismo bacteriano pode ficar comprometido e a leitura de
alguns parametros podem consequentemente ficar defasados ou
até mesmo ndo ocorrer. Em colbnias recentes (inferior ao periodo
de 18 horas) nédo se encontram com o metabolismo bem definido, e
algumas provas podem nao ocorrer.

- Incubagédo em temperatura inadequada.

- Utilizagéo de agulha flambada néo resfriada.

- Sobrecarga de inéculo ou falta de inéculo.

- Inéculos mais carregados fornecem resultados falsamente
positivos e indculos mais fracos fornecem resultados falsamente
negativos.

- Interpretagdo equivocada de resultados.

- Técnica de assepsia inadequada.

- Tempo excessivo ou insuficiente de incubagéo.

- Tempo excessivo de incubagdo fornece resultados falsamente
positivos e tempo insuficiente fornece resultados falsamente
negativos.

- Utilizagdo de material vencido, contaminado ou em condi¢des
inadequadas.

- Contaminagdo cruzada por uso de acessorios ndo esterilizados
corretamente ou ambiente ndo asséptico.

- Utilizagdo de meios de cultura com aparéncia alterada.

- Nao aguardar para que os materiais atinjam a temperatura
ambiente no momento do uso.

- Erro na conservagéo do produto pode ocasionar desidratagdo do
meio e alteragdo das propriedades dos componentes.

9. CONTROLE DE QUALIDADE

- Materiais necessérios

Cepas padrdo: ATCC® (American Type Culture Collection) ou
derivadas).

- Controle de qualidade recomendado:
Parametros

Produtividade semi-quantitativa -
L. monocytogenes 7644

Resultado esperado

6-161C 33-37°C/48h
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Produtividade Qualitativa - L. Crescimento
monocytogenes ATCC 7644 Bom

Meio sdlido opaco, com
coloracédo vermelho vivo
homogéneo, livre de
precipitados  ou  particulas
visiveis, podendo apresentar
pequenos codgulos isolados.

33-37°C/48h

Meio néo inoculado

- Periodicidade
Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade estabelecida
pelo proéprio laboratério.

- Anélise dos resultados

O meio Sangue ISO Agar testado com cepas padrédo deve expressar
os resultados esperados. Caso se constate algum problema, os
resultados ndo devem ser liberados até que as causas tenham sido
apuradas devidamente e os problemas constatados sanados.

10. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Codigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

- O usuario conhega e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigbes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condi¢des de uso, manutengéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sdo repetidos periodicamente conforme
calendario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rétulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cédigo do produto

LOT

Numero de lote

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagao

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

‘-\-lln-'-'
CONTROL

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagao utilizando irradiagéo

Risco biolégico

Controle

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizacao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso.

Controle Negativo

Controle Positivo

Manter seco
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Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

Somente para avaliagéo de
desempenho

N&o reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edigao (24.08.2022)
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