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UTILIZAGAO PRETENDIDA

Os Taxo ONPG Discs (discos Taxo ONPG) s&o utilizadas para detecgéo de fermentadores da lactose, especialmente as bactérias
que nao fer'mentam imediatamente a lactose, em alguns meios de identificagdo de rotina, tais como o Agar de ferro com trés
acucares (Agar TSI) ou o Agar de ferro Kligler.

RESUMO E EXPLICAGAO

A fermentacao da lactose € uma caracteristica bioquimica largamente utilizada na diferenciacdo de microrganismos, incluindo
Enterobacteriaceae.

A fermentagéo rapida esta dependente da presenca de uma lactose permease para transportar activamente a lactose através da
membrana celular e da presenga da enzima (-galactosidase na célula, responsavel pela hidrélise da lactose. Os verdadeiros ndo
fermentadores da lactose ndo possuem esta Ultima enzima.

No entanto, alguns fermentadores da lactose que ndo possuem permease parecem ser nao fermentadores, uma vez que a difusao
da lactose para o interior das células ¢ demasiado lenta para ser detectada nos meios de fermentagéo dos hidratos de carbono.’
A utilizagdo de um substrato cromogéneo hidrolisado pela B-galactosidase, mas ndo dependente da presenca de permease,
permite a determinagao rapida da fermentacao da lactose através de uma reacgéo colorida.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

A B-galactosidase € uma enzima indutivel existente nos microrganismos fermentadores de lactose, que hidrolisa a lactose para
formar galactose e dextrose.2 A enzima também hidrolisa o substrato orto-nitrofenil-3-D-galactosidase (ONPG), que ndo depende
da lactose permease, para entrar na célula. A hidrélise do ONPG produz um produto final amarelo, o ortonitrofenol.

O teste pode ser efectuado directamente numa suspenséo bacteriana densa em soro fisiolédgico ou numa cultura incubada num
meio liquido de peptona, p. ex., Trypticase Soy Broth ou Tryptophan (Trypticase) Broth, a 1%. Apds a adigdo de um Disco Taxo
ONPG a suspensao ou a cultura, o tubo é incubado a 35°C durante 4 a 6 h e observado relativamente a presenca ou auséncia de
cor amarela.

REAGENTES

Os discos Taxo ONPG séo discos de 6 mm fabricados em papel absorvente de alta qualidade, impregnados com cerca de 100 ug
de o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido por disco.

Adverténcias e Precaugoes:

Para diagnéstico in vitro.

Utilizar técnicas assépticas e cumprir as precaugdes estabelecidas contra perigos microbiolégicos em todos os procedimentos.
Apos a utilizagdo e antes de serem eliminados, esterilize em autoclave os tubos e outros materiais contaminados.

Instrugoes de armazenamento: Apos a recepgdo, armazenar entre -20 e +8°C. Apds a utilizagdo, armazenar o frasco entre

2 e 8°C de forma a proteger a integridade do produto. O prazo de validade sé se aplica a recipientes intactos néo abertos,
armazenados conforme indicado. Abrir apenas quando estiver pronto a utilizar.

Utilizar primeiro os discos mais antigos e eliminar os discos cujo prazo de validade tenha sido ultrapassado. Deixar o frasco atingir
a temperatura ambiente antes de o abrir. Voltar a colocar o frasco dos discos ndo usados no frigorifico. Eliminar o frasco a partir
do qual se tenham retirado mais frequentemente discos durante uma semana. Eliminar os frascos que tenham sido deixados a
temperatura ambiente dum dia para o outro.

AMOSTRAS

Estes discos ndo devem ser utilizados directamente com amostras clinicas, nem com outras fontes contendo flora microbiana
mista. O microrganismo que vai ser identificado presuntivamente deve primeiro ser isolado em colénias separadas, através da
sementeira da amostra, fazendo riscas, em meios de cultura apropriados e, em seguida, manuseado conforme descrito em
“Procedimento do teste”.

PROCEDIMENTO

Material fornecido: Taxo ONPG Discs.

Material necessario mas nao fornecido: Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e

equipamento laboratorial, conforme necessario para este procedimento.

Procedimento do teste: O teste aplica-se geralmente a microrganismos ap6s a utilizagéo do TSI Agar ou de Kligler Iron Agar

Slants, sendo particularmente Util para o teste de culturas que ndo demostrem fermentagéo, ou apenas demostrem a fermentagéo

da dextrose, nestes dois meios de utilizagéo frequente.

1. Prepare tubos contendo 0,5 mL de Trypticase Soy Broth ou solugdo de Tryptophan (Trypticase) Broth a 1%. Em alternativa,
prepare tubos contendo 0,2 mL de Solugédo Salina Normal (cloreto de sédio a 0,85%).

2. Inocule o tubo de meio liquido ou solugéo salina com um indculo concentrado do microrganismo a ser testado, retirado de um
TSI Agar, Kligler Iron Agar Slant ou da superficie de uma placa de repicagem recente.
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3. Adicione, de forma asséptica, um disco ONPG a cada tubo inoculado e a um tubo de controlo n&o inoculado.

4. Incube os tubos a 35°C.

5. Examine e registe as reacgbes (presencga ou auséncia de cor amarela), apds 4 a 6 h de incubagéo. Continue a incubar os
tubos que exibam uma reacgéo negativa até um total de 24 h, antes de os eliminar como negativos.

Controlo de qualidade pelo utilizador: No momento da utilizagéo, verifique o desempenho com culturas puras de microrganismos

de controlo que produzam as reacgdes conhecidas e desejadas. Sao recomendadas as seguintes estirpes de teste:

ESTIRPE DE TESTE RESULTADOS ESPERADOS
Escherichia coli ATCC 25922 + (cor amarela)
Morganella morganii ATCC 8019 - (sem alteragao de cor)

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditagao
europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padréo de controlo de qualidade do seu laboratério. E recomendado
que o utilizador consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este assunto para orientacdes sobre
praticas de controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS
O aparecimento de uma cor amarela indica uma reacgéo positiva para fermentagéo de lactose.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO":2
E necessario um inéculo bastante concentrado para obter uma elevada concentragdo de enzima e acelerar a reacgéo.

O teste ndo pode ser utilizado com bactérias com pigmentos amarelos, a néo ser que a suspensao seja centrifugada antes de os
resultados serem interpretados.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes de serem comercializados, todos os lotes de discos Taxo ONPG sé&o testados relativamente as caracteristicas do
desempenho. Amostras representativas do lote sdo colocadas em tubos de Tryptophan Broth a 1% e soro fisiolégico normal

para cada microrganismo do teste. Os tubos s&o depois inoculados com culturas de Escherichia coli (ATCC 25922), Morganella
morganii (ATCC 8019) e Shigella sonnei (ATCC 9290) utilizando um inéculo bastante concentrado. Apds a inoculagéo, os tubos
sdo incubados a 35 + 2°C. Depois de 4 a 6 h de incubagéo, deve ser efectuada a leitura dos tubos, verificando se se desenvolveu
cor amarela. Os tubos que apresentam uma reacgao negativa sdo novamente incubados durante um periodo adicional de 24 a
48 h, antes de serem eliminados como negativos. A E. coli e a S. sonnei apresentam uma reacgao positiva com os discos ONPG,
conforme indicado pela presenca de cor amarela nos tubos. A M. morganii apresenta uma reacgao negativa, conforme indicada
pela auséncia de cor amarela nos tubos.

APRESENTAGAO
No. de cat. Descricao
231248 Taxo ONPG Discs, 50.
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