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PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE

INTRODUCAO
0 Agar de ferro lisina é um meio diferencial para a identificacdo de bacilos entéricos.

PROCEDIMENTO DO TESTE DE DESEMPENHO
1. Inocule as amostras representativas com as culturas listadas abaixo.

a. Com uma agulha de inoculacdo inocule as amostras, perfurando o fundo e fazendo
riscas sobre a superficie. Utilize diluicdes de 10" de culturas em Trypticase Soy Broth,
com 18 a 24 h, dos microrganismos listados abaixo.

b. Incube com as tampas desapertadas a 35 + 2°C, numa atmosfera aerébia.

2. Examine os tubos ap6s 18 a 24 h, verificando se existe crescimento e se ocorreram reaccdes.
3. Resultados esperados

Superficie inclinada Fundo do H,S
do agar agar

*Salmonella enterica Alcalina Alcalino +
subespécie arizonae (purpura) (purpura)
ATCC 13314
*Citrobacter freundii Alcalina Acido +ou-—
ATCC 8454 (purpura) (amarelo)
*Proteus vulgaris Vermelho Acido -
ATCC 9484 (amarelo)

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

CONTROLO DE QUALIDADE ADICIONAL

1. Examine os tubos, conforme descrito na seccdo "Deterioracdo do produto”.

2. Examine visualmente os tubos representativos, para assegurar que eventuais defeitos fisicos
ndo irdo interferir com a utilizacdo.

3. Incube os tubos representativos ndo inoculados entre 20 a 25°C e 30 a 35°C e examine-os apos 7
dias, verificando se existe contamina¢do microbiana.

INFORMACOES SOBRE O PRODUTO

UTILIZACAO PRETENDIDA
0 Agar de ferro lisina é utilizado para diferenciacdo de microrganismos entéricos com base na sua
capacidade de descarboxilacdo ou desaminacdo da lisina, formando acido sulfidrico.

RESUMO E EXPLICACAO

Edwards e Fife criaram o Agar de ferro lisina para deteccdo de culturas de Arizona (hoje me dia
conhecida como Salmonella enterica subespécie arizonae), especialmente aquelas que fermentam
rapidamente a lactose.' Este desenvolvimento acompanhou a promulgacio por Ewing e Edwards
de um esquema taxondémico para as Enterobacteriaceae, no qual foi definida a divisdo e os grupos
principais dentro desta familia e foram descritos os procedimentos de diferenciacdo.’ Os varios
critérios de identificacdo de culturas foram resumidos por Edwards e Ewing no seu tratado sobre
Enterobacteriaceae.” Contudo, a taxonomia desta familia mudou dramaticamente nos ultimos
anos.*®

Johnson et al. utilizaram o Agar de ferro lisina e o Agar de ferro de Kligler para a diferenciacdo
priméria de vérios grupos de bactérias da familia Enterobacteriaceae e uma combinacio de Agar
de ferro lisina e Agar de ferro com trés aclcares para a identificacdo de Salmonella, Shigella e
microrganismos do grupo Arizona, a partir das fezes.’
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0 Agar de ferro lisina ajuda na diferenciacdo de bacilos entéricos com base na sua capacidade de
descarboxilacdo e desaminacdo da lisina para produzir acido sulfidrico. Foi concebido para ser
utilizado com outros meios (p. ex., Agar de ferro com trés aclcares) em esquemas de identificacdo
apropriados.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

A dextrose serve como uma fonte de hidratos de carbono fermentaveis. O indicador de pH,
purpura de bromocresol, muda para cor amarela num pH inferior ou igual a 5,2 e tem cor purpura
num pH igual ou superior a 6,8.° O citrato de aménio férrico e o tiossulfato de sddio sdo
indicadores da formacao de acido sulfidrico. A lisina é o substrato utilizado para detectar as
enzimas lisina descarboxilase e lisina desaminase.

As culturas de bacilos entéricos que produzem acido sulfidrico causam o escurecimento do meio
devido a produgao de sulfuretos férricos. As culturas que produzem lisina descarboxilase originam
uma reaccdo alcalina (cor purpura) ou neutra no fundo do meio. Os microrganismos que causam a
desaminacdo da lisina originam o desenvolvimento de uma superficie inclinada vermelha sobre
um fundo acido. Podera ocorrer a formagdo de gas, que é muitas vezes irregular ou suprimida.

REAGENTES

Lysine Iron Agar
Formula* aproximada por litro de agua purificada
Digerido pancreatico de gelatina
Extracto de leveduras ...................
Dextrose .........cccceee.

*Ajustada e/ou suplementada conforme necessario para cumprir os critérios do desempenho.

Adverténcias e Precaucoes
Para diagnéstico in vitro.

Os tubos com tampas apertadas devem ser abertos com cuidado, para evitar lesées devido a
quebra do vidro.

Utilizar técnicas assépticas e cumprir as precaucdes estabelecidas contra perigos microbiolégicos
em todos os procedimentos. Antes de serem eliminados, esterilizar em autoclave os tubos
preparados, os recipientes de amostras e outros materiais contaminados.

Instruces 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 exposi¢ado a luz. Os
tubos com meio que forem armazenados conforme indicado no rétulo até ao momento
imediatamente anterior a sua utilizacdo, podem ser inoculados até ao fim do prazo de validade e
incubados durante os periodos de incuba¢do recomendados. Antes da inoculacdo, deixar o meio
aguecer até a temperatura ambiente.

Deterioracao do produto
N&o utilizar tubos que apresentem sinais de contaminacdo microbiana, descoloracdo, secagem ou
outros sinais de deterioragao.

VIIl COLHEITA E PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

As amostras adequadas para cultura podem ser preparadas utilizando varias técnicas. Para obter
informacdes pormenorizadas, consulte os textos apropriados.””® As amostras devem ser obtidas
antes de serem administrados agentes antimicrobianos. Devem tomar-se as providéncias
necessdrias para a entrega imediata no laboratério.

PROCEDIMENTO
Material fornecido
Lysine Iron Agar Slants

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 do teste
Utilize técnicas assépticas.

Utilize uma agulha de inoculagédo para perfurar o fundo do agar duas vezes e, em seguida, fazer
riscos sobre a superficie inclinada do 4gar com uma cultura pura. Incube os tubos com as tampas
pouco desapertadas a 35 + 2°C, durante 18 a 48 h, numa atmosfera aerdbia.

Devem ser inoculados em paralelo Triple Sugar Iron Agar Slants, a ndo ser que ja tenham sido
obtidos resultados deste meio para distinguir coliformes de Shigella, por exemplo.

Controlo de qualidade pelo 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 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 obter orientacdes sobre
praticas de controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS

A descarboxilagdo da lisina é detectada no fundo do dgar por uma reaccdo alcalina (purpura). A
desaminacao da lisina é detectada pela cor vermelha da superficie inclinada do agar. A produgao
de acido sulfidrico é detectada pela formacdo de um precipitado negro. Uma reac¢do negativa
(superficie inclinada do &gar purpura e fundo amarelo) indica apenas a fermentacio da dextrose.®
O acido sulfidrico pode n&o ser detectado neste meio por microrganismos que sejam negativos
para a actividade da lisina descarboxilase, uma vez que a produc¢do acida no fundo do agar podera
suprimir a sua formagao.’ Por este motivo, as espécies de Proteus produtoras de H,S ndo escurecem
este meio.?

Reacgdes tipicas dos membros da familia Enterobacteriaceae:

Superficie inclinada do agar Fundo do agar H,S
Grupo Arizona.........cceceeeuee. Alcalina....cooceeiiiiieeeeees e Alcalina.....coceeoeerieieeen, +
ou neutra
Salmonella enterica................. Alcalina.....ccoeeeeeieeeeeeceeeeee e Acida. .o -
subespécie enterica
serotipo Paratyphi A
Outras salmonelas................... Alcalina.....ccoeeeeeeeceee e, Alcalina......ccceeeveeeeieeennen. +
Y (1o L1 [T N Alalina. ... Acida.....coierieieeeren -
Citrobacter .........ccoeeecveeeeeuennn. Alcalina.....ccoeeeeviieeieeccs e, Acida. .o, +0u-
Klebsiella.........cccoeevueeceninnns Alcalina.......cooeeeeececeeceeceeeee, Alcalina......cccoeeeciecieeee -
ou neutra ou neutra
Escherichia .........cccoueeecueeennen.. Alcalina......coeeeciieeeeieeeee e Alcalina......ccccceeveeeeneeennen. -
ou neutra*
PrOTEUS ...t Vermelha.....ococeeeeeeeeeeeeeeeese s ACIan e -
Providencia .........ccceeeeeueeennnen.. Vermelha......cocoooveeeciee e, Acida. .o, -

Chave: Alcalina = cor purpura * Acida = cor amarela * Neutra = cor cinzenta azulada

*Uma reacgao alcalina ou neutra indica descarboxilagao.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Para a identificacdo, os microrganismos devem ser uma cultura pura. Para uma identificacdo final,
devem ser efectuados testes morfolégicos, bioquimicos e/ou seroldgicos. Para obter informagdes
pormenorizadas e sobre os procedimentos recomendados, consulte os textos apropriados.”*™

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes de serem comercializados, todos os lotes de Lysine Iron Agar Slants sdo testados
relativamente as caracteristicas do desempenho. As amostras representativas do lote sdo testadas
através da inoculacdo, fazendo riscas sobre o agar inclinado e perfurando o fundo com uma
agulha de inoculacdo, com culturas de Salmonella arizonae (ATCC 13314), Proteus vulgaris (ATCC
9484) e Citrobacter freundii (ATCC 8454) em Trypticase Soy Agar ou diluidas a 10" de Trypticase
Soy Broth. Os tubos sdo incubados com as tampas desapertadas a 35 + 2°C e devem ser lidos ap6s
18 a 24 h, verificando se existe crescimento e se ocorreram reacgdes. O crescimento de todos os
microrganismos é moderado a intenso. A S. arizonae efectua a descarboxilacdo da lisina, o que é
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indicado por uma reacg¢do alcalina (cor purpura) na superficie inclinada e no fundo do agar, e é
positiva para a produc¢do de acido sulfidrico, o que é indicado pelo escurecimento do meio. O P.
vulgaris efectua a desaminacdo da lisina, indicado por uma reac¢do com cor vermelha na
superficie inclina enquanto que o fundo permanece acido (cor amarela), e é negativo para a
producdo de acido sulfidrico. O C. freundii é negativo para a desaminacdo e descarboxilacdo da
lisina, produzindo uma reacg¢do alcalina na superficie inclinada e uma reaccao acida no fundo do
agar (cor amarela), o que indica a fermentacdo de dextrose, podendo ou ndo produzir acido

sulfidrico.

XIIl APRESENTACAO
N.° de cat. Descricdo
220952 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, emb. com 10 tubos K
220953 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, caixa com 100 tubos K
297700 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, caixa com 100 tubos D
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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 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.
BD, BD Logo, BBL, GasPak and Trypticase are trademarks of Becton, Dickinson and Company. ©2014 BD.
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