GBS CROMOGENICO AGAR
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1. INTRODUGAO

Streptococcus agalactiae é encontrado na mulher como sapréfita
vaginal e comum colonizador retal. A colonizagdo por este
microrganismo pode ser transitoria, cronica ou intermitente e tem sido
isolado em culturas do trato genital e/ou gastrointestinal baixo de
mulheres gravidas. Pode colonizar o trato vaginal, urinario e mais
frequentemente o trato gastrointestinal sem causar sintomas. Sua
maior relevancia médica esta principalmente, em casos de gestantes
colonizadas, que podem vir a contaminar seus filhos no momento do
parto e provocar gquadros graves de septicemia e meningite nos
neonatos, além de endometrite puerperal, amnionite e infec¢cbes de
feridas na mae. Muitos neonatos, particularmente prematuros,
nascidos de maes colonizadas pelo estreptococo do grupo B e talvez
infectadas ainda no Utero, podem estar criticamente doentes ao
nascer, tendo um baixo prognéstico e uma mortalidade de 15% a
20%.

A infecgdo neonatal apresenta-se sob duas formas: precoce e tardia.
A forma precoce é mais frequente (80%), ocorrendo nos primeiros
sete dias de vida, sendo a transmissao por via ascendente antes do
parto ou durante a passagem pelo canal de parto. Esta forma evolui
como bacteremia, sepse, pneumonia e meningite. Os sintomas
surgem na maioria das vezes logo apés o nascimento, causando um
desconforto respiratério de 35% a 55% dos pacientes. A sepse esta
presente em torno de 25% a 40% dos casos em evolugdo para
choque séptico em torno de 24 horas de vida. A meningite pode
ocorrer de 5% a 15% dos recém-nascidos e a evolucéo para 6bito
ocorre geralmente no segundo dia de vida. A forma tardia afeta
recém-nascidos de sete dias até doze semanas de idade, sendo que
a sua transmissdo pode ser vertical, horizontal ou nosocomial. A
manifestagdo clinica mais comum é meningite (30% a 40%),
bacteremia (40%), artrite séptica (5% a 10%) e raramente onfalite e
osteomielite.

2. COMPOSICAO

Agar GBS cromogénico * g/L

Peptonas 28,0
Tampao 5,25
Fatores de crescimento 6,70
Sais inorganicos 8,50
Mistura antimicrobiana 0,027
Mistura cromogénica 0,30
Agente opacificante 6,5

Agar Base 15,0
Agua deionizada 1L

*A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada, conforme
necessario, para cumprir os critérios de desempenho.

3. MATERIAL

a- Amostras

- Amostras de regido anal, vaginal, urina de gestantes ou fluido
gastrico de recém-nascidos.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservacgao 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
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semeados em meio de cultura que ndo apresente 0s requisitos
minimos.

Coleta de Amostra Vaginal

- Retirar o swab do tubo (preferencialmente em meio de Amies ou,
como segunda op¢ao Stuart, com ou sem carvdo). Cuidado para ndo
encostar a area absorvente do swab em nenhum local.

- Sem o uso de espéculo, afastar os grandes labios vaginais,
introduza a ponta absorvente dentro da vagina (cerca de 3 cm, terco
distal) fazendo suaves movimentos giratorios. Cuidado para nao
introduzir o swab além dos 3 cm de profundidade.

- Colocar o swab dentro do tubo com a ponta para baixo, verificando
se a ponta absorvente esta dentro do meio e feche o tubo.

- Identificar o swab e a descrigao: Material Vaginal.

Coleta de Amostra Anal

- Retirar o swab do tubo (preferencialmente em meio de Amies ou,
como segunda opc¢ao Stuart, com ou sem carvdo). Cuidado para néo
encostar a area absorvente do swab em nenhum local.

- Afastar as nadegas e introduzir toda a ponta do swab dentro do anus
(cerca de 1 cm), fazendo suaves movimentos giratérios.

- Colocar o swab dentro do tubo com a ponta para baixo, verificando
se a ponta absorvente esta dentro do meio e feche o tubo.

- Identificar o swab e a descrigdo: Material Anal.

Observagdes

- No periodo anterior a coleta, ndo usar ducha ginecolégica.

- Manter abstinéncia de relacdo sexual nas ultimas 24 horas
anteriores a coleta.

- Nao fazer uso de antissépticos, medicagbes tépicas e uso de
antibidtico oral. Caso o paciente ja esteja fazendo o uso destes
medicamentos, deve-se fazer a coleta 48 horas apés o término do
medicamento tdpico e 7 dias no caso de antibittico oral.

- N&o h4 necessidade de realizagéo de antissepsia prévia.

- N&o deve ser realizada coleta cervical e/ou endocervical.

Transporte das Amostras

As amostras devem ser mantidas em temperatura ambiente (20 a
25°C) e encaminhadas ao laboratério no periodo de até 12 horas
apds a coleta. Nao é necessaria a realizacdo de esfregagco para
microscopia.

b- Precaucdes e cuidados especiais

- Produto destinado ao uso diagndstico in vitro;

- N&o usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado.

- Antes de descartar o material usado, invariavelmente, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Para acondicionamento do material usado,
recomendamos o uso do Detrilab.

4. INFORMACOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

A diferenciagao das col6nias estd baseada na formagéo de col6nias
de coloracdo tipica. A seletividade esta baseada na presenca de uma
mistura de antibiéticos no meio de cultura. As caracteristicas
diferenciais estdo baseadas em reac8es enzimaticas especificas, que
permitem a diferenciagdo de coldnias de Streptococcus
agalactiae (magenta) de outras bactérias ndo inibidas por agentes
seletivos (p.ex. Enterococcus spp.) que podem crescer azuis ou
incolores.
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b- Reagentes

- Meios de cultura distribuidos em placas irradiadas por radiagéo y
(gama), garantindo o melhor desempenho do produto, a partir de
reatores 100% automatizados, garantindo total esterilidade do
processo, correta homogeneizagdo e volumes precisos de
componentes das formulas.

c- Armazenamento e estabilidade

Considerando que este produto é gelatinoso e sua composicéo pode
apresentar até 80% de agua, ao sofrer variacdes de temperatura
(quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode gerar
condensacdo, de pouca a muita, acumulando &gua 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
utilizagéo.

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 utilizagdo, em temperatura ambiente,
podendo utilizar a incubagdo em estufa (+ 35°C) para reducédo do
tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do processo de
refrigeragdo/estabilizacdo néo é recomendada, a constante troca de
temperatura pode levar a desidratacdo do meio, expor o produto a
contaminagdes ou gerar um aclimulo de dgua excessivo.

A &gua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagéo de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento, contaminagdo ou
diminuigdo de espessura.

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

Para fins de transporte, os produtos podem permanecer em
temperatura ambiente por até 72h. O uso de refrigerador tipo frost-
free ndo é recomendado para meios de cultura devido ao efeito
desidratante deste tipo de equipamento.

No laboratério os meios devem ser armazenados em temperatura de
2 a 12°C, condigdes em que se mantém estaveis até a data de
vencimento, desde que isento de contaminacdo de qualquer
natureza.

d- Precaugdes e cuidados especiais

- O produto é fornecido estéril. Caso seja evidenciada contaminagao
microbiana ou a embalagem esteja violada ou danificada antes de
seu uso, nao utilizar e entrar em contato com o SAC (Servigo de
Assessoria ao cliente).

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

- Uso restrito por profissionais de analises clinicas;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protecéo individual e coletivo;
- N&o inalar ou ingerir;

- N&o utilizar placas com sinais de contaminacéo, ressecamento ou
com alteragBes de cor ou espessura;

- N&o 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 Infeccdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Antes de descartar o material usado, autoclavar a 121°C por 20
minutos. Para acondicionamento do material usado, recomendamos
0 uso do produto Detrilab.

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
manuseio para o descarte devera estar de acordo com a RDC 222,
DE 28 DE MARCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de salde.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos ou fornecidos separadamente)

- Estufa bacterioldgica;

- Bico de Bunsen;

- Algas ou agulhas bacterioldgicas;

- Caldo Todd Hewitt (quando necessario).
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6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Retirar da embalagem a quantidade de placas a ser usado e
colocar os mesmos em estufa bacteriolégica a 33 a 37°C até
adquirirem esta temperatura,;

b- Retirar as placas da estufa e identificar cada um seguindo os
critérios adotados pelo laboratério;

c- As amostras podem ser semeadas diretamente no agar GBS
cromogénico, ou, conforme indicagdo do CDC, inoculadas em caldo
Todd Hewitt para pré-enriqguecimento para aumentar a sensibilidade
do teste. A semeadura direta no agar GBS cromogénico aumenta a
recuperagdo de microrganismos da microbiota contaminante.

d- Incubar em estufa entre 35 a 37°C, em atmosfera ambiente.

e- Apbs a incubagdo analisar o desenvolvimento de coldnias com
coloragdo magenta, caracteristicas de Streptococcus agalactiae.

f- As culturas que apresentarem auséncia de crescimento ou
crescimento de colbnias incolores ou com coloragdo duvidosa nas
primeiras 24 horas devem ser incubadas por mais 24 horas, para
avaliagéo final.

g- Apés o tempo e condicdes ideais de incubagdo, avaliar as
caracteristicas das col6nias e efetuar testes bioquimicos e/ou
sorolégicos para correta identificagdo do agente.

h- A pesquisa de Streptococcus agalactiae é uma andlise qualitativa.
A quantidade de crescimento pode apresentar variagdes, em especial
pelo volume de outros microrganismos na mesma amostra.

i- Pode haver crescimento de outros microrganismos que nao
S. agalactiae quando presentes em altas concentragdes na amostra
ou espécies resistentes aos antibiéticos presentes no meio de cultura
(p. ex. Enterococcus spp.), devendo desenvolver coldnias com
diferentes colorag6es, como por exemplo azul ou transparente.

7. RESULTADOS

Relatério

- N&o houve crescimento:

“Auséncia de Streptococcus agalactiae na amostra analisada apds 48
horas de incubagao”;

- Havendo crescimento:

“Presenca de Streptococcus agalactiae na amostra analisada apés
48 horas de incubagao”;

8. LIMITACOES DO METODO

- Aidentificagdo obtida com o meio devera ser considerada como uma
identificagcdo presuntiva. Deverd ser confirmado com testes
bioquimicos, soroldgicos ou outro teste apropriado de identificacéo.

- E possivel que algumas linhagens de Streptococcus agalactiae com
necessidades especificas de fatores de crescimento possam ndo
crescer. E recomendavel o uso do meio de agar sangue néo seletivo
em conjunto com o meio GBS cromogénico.

- Algumas espécies (p.ex. Enterocccus spp.) que sejam resistentes
aos antibidticos possam se desenvolver e produzir colénias com
coloracéo atipica.

- A leitura final e interpretagdo das coldnias deverdo ser realizadas ao
término de 48 horas de incubagéo.

- A interpretacdo dos resultados dos testes devera levar em
consideracdo a histéria da paciente, a origem das amostras, as
leituras da colbnia e aspectos microscopicos e os resultados de
outros testes realizados.

- Algumas variag¢des de coloragéo na coldnia, morfologia, tamanho ou
intensidade de cor pode ocorrer, devido a caracteristicas Unicas da
cepa analisada.

- A qualidade dos resultados de analises microbiolégicas é
intimamente ligada a qualidade da amostra, as melhores praticas pré-
analiticas, como cuidados extremos com a assepsia do processo ou
paciente, garantem um melhor resultado.

- Alguns isolados de S. porcinus podem desenvolver coldnias com
colorag&o magenta.

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)
Os resultados falso—negativos podem ocorrer, com maior frequéncia,
nas seguintes situacoes:
e  Técnica de coleta inadequada
. Incubacdo em temperatura inadequada
Uso de antimicrobiano prévio
Utilizac&o de alca flambada néo resfriada
Tempo de incubacao insuficiente
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e Infecgéo cronica (infecgéo pouco ativa)

e  Armazenamento ou transporte de amostra inadequado

e  Agentes etiologicos exigentes com relagdo aos meios de
cultura

e Necessidade de meios especiais para o crescimento de um
agente infeccioso especifico

Os resultados falso—positivos podem ocorrer, com maior frequéncia,
nas seguintes situagoes:
e  Técnica de assepsia inadequada
Erro na conservagdo do material
Tempo longo entre a coleta e andlise
Tempo excessivo de incubagao
Interpretacé@o equivocada de coldnias ndo patogénicas
Utilizacdo de material vencido, contaminado ou em
condi¢bes inadequadas.
. Contaminacdo cruzada por uso de acessoérios nao
esterilizados corretamente ou ambiente ndo asséptico
. Presenca de perfis de resisténcia diferenciados

9. CONTROLE DA QUALIDADE
- Materiais necessarios
Cepas padrao (ATCC® ou derivadas)

- Controle de qualidade recomendado:
Especificagao
Streptococcus agalactiae

Resultado esperado
Crescimento bom, coldnias

ATCC® 13813 magenta

Enterococcus faecalis Inibic&o parcial, coldnias azuis
ATCC® 29212 !
Escherichia.coli Inibido

ATCC® 25922

Staphylococcus aureus o

ATCC 25923 Inibido

Meio opaco, com coloragdo bege
a levemente amarelada.
ATCC®— American Type Culture Collection

Meio néo inoculado

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

- Andlise dos resultados

As placas de meio GBS cromogénico com cepas padrdo devem
expressar os resultados esperados. Caso se constate algum
problema, os resultados de amostras clinicas ndo devem ser
liberados até que as causas tenham sido apuradas devidamente e os
problemas constatados sanados.

- As cepas inoculadas no material devem apresentar caracteristicas
de crescimento esperados. Caso se constate algum problema ou
diferenca, os resultados de amostras clinicas 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 necessério que:

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

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condi¢des indicadas;
- Os equipamentos e demais acessoérios necessarios estejam em
boas condi¢bes de uso, manutencéo e limpeza.
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Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sdo repetidos periodicamente conforme
calendéario 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 dividas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigco de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
gue inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem énus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cadigo do produto

NuUmero de série

Consultar instrug8es para utilizagéo

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Né&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizag&o utilizando irradiacdo

Risco biolégico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

N&o utilizar

LOT

ETERILaEO

F
m
-

TER!

NUmero de lote

Fabricante

Validade

Produto para salde para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagdo utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

Cuidado. Importante consultar
instrucdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliacéo de
desempenho

N&o reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edi¢éo (24.08.2022)
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