RIDA® Anreicherungsbouillon

MTSB para o enriquecimento de bactérias E. coli
formadoras de Shigatoxin

N.° do art.: Z1000
N.° do art.: Z1003

d R-Biopharm AG, An der neuen Bergstral3e 17, D-64297 Darmstadt, Germany C €
Tel.: +49 (0) 61 51 81 02-0 / Telefax: +49 (0) 61 51 81 02-20



1. Finalidade

Para diagnéstico in vitro. O RIDA® Anreicherungsbouillon serve para o enriquecimento de bac-
térias E.coli formadoras de Shigatoxin das amostras de fezes.

2. Resumo e explicacéo do teste

Entre as diferentes variantes humano-patogénicas da bactéria do intestino Escherichia coli, as
bactérias EHEC se caracterizam, entre outros fatores, pela formacdo basica das chamadas
shigatoxinas ou verotoxinas. Ambos 0os nomes utilizados como sinbnimos se relacionam, por
um lado, a sua alta homologia a toxina shigella (o termo Shiga-Like-Toxin € comum) e, por ou-
tro lado, a sua toxicidade contra células vero. Como EHEC sao designadas aquelas STEC /
VTEC (E.coli formadora da shigatoxina/ E.coli formadora de verotoxina) que provocam doencas
nos humanos e que apresentam um patovar para os humanos. Devido a estrutura do antigeno,
elas séo relacionadas, por sua vez, a varios servovares. Alguns poucos servovares foram en-
contrados nos doentes com mais frequéncia do que os outros. E nem todos possuem a mesma
composicao de marcas de viruléncia, das quais devese nominar, aléem de ambas a shigatoxinas
Stx 1 e Stx 2, principalmente a intimina e a enterohemolisina. A informacéo para a formacéao da
shigatoxina encontra-se em um bacteriéfago, que esta integrado no cromossomo da bactéria. A
formacéo de shigatoxina tem uma intensidade diversa nos diferentes grupos STEC, de modo
gue uma selecado da existéncia desta toxina diretamente nas amostras de fezes de um paciente
com EHEC néo pode ser recomendada. Como um primeiro passo, deve-se enriquecer o agente
patogénico da amostra através da cultura em um meio adequado. Sdo considerados adequa-
dos os meios que, além dos fatores de seletividade para Escherichia coli, ativam também o po-
tencial presente da formacéo da shigatoxina. O comportamento dos germes EHEC em relacao
a flora intestinal fisiologica, comensal E. coli é de aprox. 1 : 200. Deste modo, um enriqueci-
mento efetivo com inducédo da formacéo da shigatoxina € a condi¢cdo basica para uma selecéao
bem sucedida no ELISA. O presente caldo de enriquecimento preenche esta condicéo.

3. Principio do teste

O RIDA® Anreicherungsbouillon propicia seletivamente os germes E. coli através da sua parti-
cipacdo nos sais da gale e diminui o crescimento dos germes gram-positivos. A adicdo de mi-
tomicina C propicia a formacéao de shigatoxina, principalmente através da inducao dos profagos
lambdoides no cromossomo da bactéria e através da celise, a sua liberacdo, de modo que me-
smo em caso de fraca formacao de toxina com posterior selecdo ELISA, podese detectar segu-
ramente a toxina do supernatante da cultura de enriquecimento.

Isto é especialmente importante em pacientes com HUS, para 0s quais apenas muitos poucos
germes EHEC sédo encontrados nas fezes.

4. Conteudo da embalagem

Os reagentes de uma embalagem sé&o suficientes para 100 doses.
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100(25) Tubos com respectivamente 4 ml de caldo de enriquecimento; contém
MTSB e mitomicina C

5. Reagentes e a sua armazenagem

Os tubos com o caldo de enriqguecimento devem ser armazenados a 2 — 8 °C e utilizados até a
data de validade impressa na etiqueta. Deve-se evitar a contaminacdo microbial. Apds a expi-
racao da data de validade, nenhuma garantia de qualidade pode ser oferecida. Uma coloragéao
visivelmente escurecida do caldo de enriquecimento claro amarelado € uma indicacédo de uma
contaminacao microbial . Estes tubos ndo devem mais ser usados e devem ser eliminados de
acordo com o ponto 10.2.

6. Reagentes e equipamentos adicionais necessarios

6.1. Reagentes
Tampao PBS ou solucéo fisiologica de sal de cozinha (opcional)
Solucéo de eliminacéo (ponto 10.1.)

6.2. Equipamento
Pipetas descartaveis (n°. do art.: Z 0001)
Micropipeta para 100 pl — volumes
Chumaco fino de algodéao
Agitador horizontal ou misturador de rotacdo com barra de suporte para os tubos de
dimenséo de 16,5 x 105 mm
Incubador a 37 °C

7. Medidas de precaucéo

Somente para diagnadstico in vitro.

Este teste s6 deve ser efetuado pelo pessoal de laboratorio instruido. As regras de trabalho nos
laboratorios médicos devem ser observadas. As instrucdes de uso para a execucao do teste
devem ser estritamente observadas.

O meio de enriquecimento contém mitomicina C. O contato com a pele e as mucosas devem
ser completamente evitados. Se, porém, ocorrer o contato, deve-se lavar a area com agua cor-
rente e as roupas contaminadas devem ser trocadas.

Materiais (pontas de pipetas, chumaco de algodao), que entram em contato com o caldo d en-
riqguecimento, devem ser eliminados igualmente (ponto 10.3.). A eliminacdo do caldo de enri-
guecimento (ponto 10.2.) deve ser observada.

8. Coleta e armazenagem das amostras

As amostras de fezes a serem examinadas pela presenca de shigatoxina ou verotoxina po-
dem,antes da utilizacdo no caldo de enriquecimento, se ndo forem utilizadas frescas, ser arma-
zenadas de seguinte maneira:
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até 24 horas a temperatura ambiente 2 -8 °C

até 72 horasa 2 -8 °C
O congelamento das amostras ndo é recomendado, visto que as bactérias EHEC sofrem com
este processo e ndo podem se multiplicar de forma ideal na cultura de enriquecimento.

9. Execucéo do teste

Para um enriguecimento bem sucedido, o procedimento descrito a seguir e 0s volumes indica-
dos de pipetagem devem ser estritamente respeitados. Eles representam o estado atual do co-
nhecimento e foram determinados em cooperacdo com os pontos de referéncia do RKI (Ro-
bert-Koch-Institut) e BfR (Bundesinstitut fir Risikobewertung). S6 podem ser utilizadas amos-
tras de fezes frescas ou armazenadas por um maximo de 3 diasa 2 - 8 °C.

9.1. Amostras de fezes liquidas ou aguadas

E inserido 100 pl (no caso de utilizacdo de pipetas descartaveis, n° de art. Z 0001, esta quanti-
dade corresponde até um pouco acima da segunda espessura) ou um chumaco de algodao
molhado com a amostra em 4 ml de RIDA® Anreicherungsbouillon e suspenso novamente com
uma agitacao suficiente.

9.2. Amostra de fezes solidas

50 - 100 mg sao retiradas com uma espatula ou uma agulha metalica descartavel e suspensas
em 4 ml do RIDA® Anreicherungsbouillon. Alternativamente, pode ser retirada uma quantidade
equivalente passando um chumaco de algodao fino (preferivelmente em pontos diferentes da
amostra de fezes) e suspensa novamente através de forte agitacdo em 4 ml do
RIDA® Anreicherungsbouillon. Do mesmo modo, uma suspensao de fezes preparada anterior-
mente em PBS (50 - 100 mg em 1 ml de tampao) é também adequada, da qual entdo 500 pl
sdo inseridos em 4 ml do RIDA® Anreicherungsbouillon.

9.3. Enriquecimento

O caldo de enriquecimento utilizado de acordo com os pontos 9.1. ou 9.2. é incubado por
18 - 24 horas a 37°C sob agitacdo (120 - 160 rpm) e alimentacdo de oxigénio (meio giro do
fecho giratério) em posicéo inclinada. Nenhum liquido pode vazar. Para a agitacdo, sao ade-
quados o agitador horizontal e o misturador de rotagcdo. Apos um maximo de 24 horas, o caldo
de enriquecimento € centrifugada a 2500 g por 5 min. Do supernatante, 100 pl ndo diluidos séo
utilizados no RIDASCREEN® Verotoxin ELISA.

Atencéo:

Se uma pelicula se formar sobre o caldo de enriqguecimento, esta deve ser retirada cui-
dadosamente, para que ndo possa também ser transferida para a microplaca. Esta
pelicula pode ser a causa para falsos resultados positivos devido a sua alta adesividade
as cavidades da microplaca.
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Se, apos um resultado ELISA positivo o material for enviado para uma confirmacao a um labo-
ratério de referéncia autorizado (PCR e identificacdo de germe), recomenda-se 0s seguintes
procedimentos:
1. Decantamento do supernatante restante apés a centrifugacéo dos tubos
2. Retirada da pelicula completa com um chumaco
3. Colocacdo do material em um meio de transporte adequado (Cary Blair, Stuart ou
Amies)
4. Envio (idealmente sob refrigeracéo) ao respectivo laboratério especializado para outras
analises
Atencéao:
um chumago de algodao molhado com a amostra pode ser enviado nos meios de
transporte acima mencionados para outras anélises.

10. Eliminacéao de materiais e meios que contém mitomicina C

Visto que a mitomicina C é considerada como cancerigena, a eliminacdo dos meios e materiais
gue contém mitomicina C e dos materiais que entraram em contato com tal substancia deve ser
feita na Alemanha de acordo com as prescricdes para as substancias perigosas (lixo especial)
ou, no exterior, de acordo com as respectivas leis nacionais.

10.1. Solugéo de eliminagéo

0,5 % Wofasteril® (ou 0,2 % &cido peracético) em 5 % &cido acético
ou seja, 50 ml de acido acético

+ 5 ml Wofasteril® (ou 2 ml de 4cido peracético)

em 1 | de agua dest.

Armazenagema 2 -8 °C

Indicagéo:
Wofasteril® pode ser obtido com Kesla Hygiene AG, D-06803 Greppin
Tel.: +49 (0) 3494 69950 ; www.kesla.de/hygiene

10.2. Eliminacéo do caldo de enriquecimento

Adicionar o mesmo volume da solugéo de eliminagéo na cultura de enriquecimento (ou seja,
4 ml de cultura + 4 ml de solugéo de eliminacao), deixar agir durante a noite a temperatura am-
biente e entdo autoclavar por pelo menos 1 hora a 121 °C.

10.3. Eliminacao do material

As pontas das pipetas e o chumaco podem ser eliminados juntamente com o caldo de enrique-
cimento descrito o ponto 10.2.
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11. Resultados clinicos

Em uma validacdo dos meios de enriquecimento feita pelo BGVV, o RIDA®
Anreicherungsbouillon com aditivo de mitomicina ficou bem acima dos meio que ndo contém
mitomicina, independente se estes meios foram suplementados somente com antibidticos (No-
vobiocin, Cefsoludin), somente com sais de gale ou com ambos. Nas amostras de fezes clini-
cas de pacientes com HUS, o aditivo de mitomicina provocou um aumento médio de 37,5 %.
No caso de amostras de fezes suplementadas artificialmente com isolados (conhecidos produ-
tores de shigatoxina), o aditivo de mitomicina provocou um aumento da deteccéo de shigatoxi-
na entre 40 % e 50 % em comparacdo com 0s meios de enriqguecimento sem mitomicina. A
concentracdo de mitomicina utilizada no caldo e enriquecimento foi considerada em um estudo
de mutagenidade (n&o publicado) como mutagene de baixo grau, de modo que a sua utilizagéao
para a obtencdo de um diagndstico sensivel de shigatoxina € justificada. Atualmente ndo se
conhece um melhor e, ao mesmo tempo, indcuo, indutor para a liberacdo da shigatoxina.
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