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PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

INTRODUCCION
Lysine Iron Agar (agar lisina hierro) es un medio de diferenciacién para uso en la identificacion de
bacilos entéricos.

REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

1. Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a continuacion.

a. Inocular las muestras insertando una aguja de inoculacién en la base y extendiendo la
muestra en el agar inclinado. Utilizar diluciones 10" de cultivos de caldo de soja Trypticase
de 18 — 24 h de los organismos enumerados a continuacion.

b. Incubar los tubos con las tapas flojas a 35 + 2 °C en una atmésfera aerobia.

Examinar si los tubos después de 24 h muestran indicios de crecimiento y reacciones.

3. Resultados previstos

N

Agar Base H,S
inclinado

*Salmonella enterica Alcalino Alcalino +
subsp. arizonae (morado) (morado)
ATCC 13314
*Citrobacter freundii Alcalino Acido +0-
ATCC 8454 (morado) (amarillo)
*Proteus vulgaris Rojo Acido -
ATCC 9484 (amarillo)

*Cepa de organismo recomendada para control de calidad del usuario.

CONTROL DE CALIDAD ADICIONAL

1. Examinar los tubos como se describe en la seccion “Deterioro del producto”.

2. Examinar visualmente los tubos representativos para asegurarse de que los defectos fisicos
existentes no interfieran con el uso.

3. Incubar tubos representativos sin inocular a una temperatura de 20-25°Cy 30-35°Cy
examinar después de 7 dias en busca de contaminacién microbiana.

INFORMACION DEL PRODUCTO

. USO PREVISTO

El agar lisina hierro se utiliza para la diferenciacién de organismos entéricos basada en su
capacidad de descarboxilacién o desaminacion de lisina y la formacién de acido sulfhidrico.

RESUMEN Y EXPLICACION

Edwards y Fife disefiaron el agar lisina hierro para la deteccién de los cultivos de Arizona (ahora
Salmonella enterica subsp. arizonae), en especial los que fermentan lactosa rapidamente’. Este
avance era una consecuencia directa de la declaracién de Ewing y Edwards acerca de un esquema
taxondmico para la especie Enterobacteriaceae en el que se definian la divisién principal y los grupos
dentro de esta familia y se describian los procedimientos de diferenciacion®. Los diversos criterios
para la identificacion de cultivos fueron resumidos por Edwards y Ewing en su tratado acerca de
Enterobacteriacea€e’. Sin embargo, la taxonomia de Enterobacteriaceae ha variado drasticamente en
los ultimos afios*’.

Johnson et al utilizaron agar lisina hierro y agar hierro de Kligler para la diferenciaciéon primaria
de diversos grupos de bacterias dentro de la familia de Enterobacteriaceae y una combinacién de
agar lisina hierro con agar triple azucar hierro para la identificacion de los organismos de los
grupos Salmonella, Shigella y Arizona a partir de muestras fecales’.
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VL.

VII.

Lysine Iron Agar favorece la diferenciacion de bacilos entéricos segun su capacidad de
descarboxilaciéon y desaminacion de lisina y de produccién de acido sulfhidrico. Esta disefiado para
uso con otros medios (por ejemplo, agar triple azlcar hierro) en esquemas de identificaciéon
adecuados.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

La dextrosa sirve como fuente de carbohidratos fermentables. El indicador de pH, purpura de
bromocresol, cambia a color amarillo a un pH de 5,2 o inferior, y presenta color morado a un pH
de 6,8 o superior®. El citrato férrico aménico y el tiosulfato sédico son indicadores de formacion de
acido sulfhidrico. La lisina es el sustrato para uso en la deteccién de enzimas, lisina descarboxilasa
y lisina deaminasa.

Los cultivos de bacilos entéricos que producen acido sulfhidrico causan oscurecimiento del medio
debido a la produccién sulfuro férrico. Los organismos que producen descarboxilacién de lisina
producen una reaccién alcalina (color morado) o neutra en la base del medio. Los
microorganismos que desaminan la lisina causan la formacién de un agar rojo inclinado sobre una
base acida. Se puede generar gas, pero a menudo de manera irregular o reprimida

REACTIVOS
Lysine Iron Agar
Formula aproximada* por litro de agua purificada

Digerido pancreatico de gelatina.........cccceeieiiiineinnnen. 5,0
Extracto de levadura .......cccocceeevieeieiiee e 3,0
(D 1) 4 o 1= [ 1,0
L-Lisina

Quuuuuuuuewr

AGAC i e

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

Advertencias y precauciones
Para uso diagnéstico in vitro.

Los tubos con tapas ajustadas deben abrirse con cuidado para evitar lesiones por la rotura del vidrio.

Emplear una técnica aséptica y seguir las precauciones habituales contra riesgos microbiolégicos
durante todo el proceso. Antes de desecharlos, esterilizar en autoclave los tubos preparados, los
recipientes para muestras y cualquier otro material contaminado.

Instrucciones para el almacenamiento

Al recibir los tubos, almacenarlos en un lugar oscuro a 2 - 8 °C. No congelar ni sobrecalentar. No
abrir hasta que vayan a utilizarse. Reducir al minimo la exposicién a la luz. Los medios en tubos
almacenados como se indica en sus etiquetas hasta momentos antes de su utilizacién pueden ser
inoculados hasta la fecha de caducidad e incubados durante los periodos recomendados de
incubacion. Dejar que el medio se caliente a temperatura ambiente antes de la inoculacion.

Deterioro del producto
No utilizar los tubos si muestran evidencia de contaminacién microbiana, decoloracién,
deshidratacién o cualquier otro signo de deterioro.

VIII.LRECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras adecuadas para cultivo pueden manipularse mediante diversas técnicas. Para obtener
informacién detallada, consultar los textos correspondientes®”. Las muestras deben obtenerse
antes de administrar los agentes antimicrobianos. Deben adoptarse las medidas necesarias para un
transporte inmediato al laboratorio.

PROCEDIMIENTO
Material suministrado
Lysine Iron Agar Slants

Materiales necesarios pero no suministrados
Medios de cultivo auxiliar, reactivos, organismos para el control de calidad y el equipo de
laboratorio que se requiera.

Procedimiento de analisis
Emplear técnicas asépticas.
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Insertar una aguja de inoculacién dos veces en la base, luego extender el crecimiento de un cultivo
puro en el agar inclinado. Incubar los tubos con las tapas flojas a 35 + 2 °C en una atmoésfera
aerobia durante 18 — 48 h.

Los agares inclinados triple aztcar hierro deben inocularse en paralelo a menos que ya se hayan
obtenido resultados de este medio para diferenciar los organismos coliformes de Shigella, por
ejemplo.

Control de calidad del usuario

Véase “Procedimientos de control de calidad”.

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o nacional, a los
requisitos de los organismos de acreditacion y a los procedimientos estandar de control de calidad
del laboratorio. Se recomienda consultar las instrucciones de CLSI y normativas de CLIA
correspondientes para obtener informacién acerca de las practicas adecuadas de control de
calidad.

RESULTADOS

La descarboxilacion de lisina se detecta en la base mediante una reacciéon alcalina (color morado).
La desaminacion de lisina se detecta por un agar inclinado de color rojo. La produccién de acido
sulfhidrico se detecta mediante la formacion de precipitado de color negro. Una reaccién negativa
(agar inclinado de color morado y base amarilla) indica fermentacion de dextrosa exclusivamente®.

Tal vez no se detecte acido sulfhidrico en este medio por parte de organismos negativos a la
actividad de descarboxilacion de lisina, dado que la produccién de acido en la base puede suprimir
su formacién®. Por esta razén, la especie Proteus productora de H,S no oscurece este medio®.

Las reacciones habituales de los miembros de Enterobacteriaceae:

Agar inclinado Base H,S
Grupo Arizona........c.cceceene.. Alcalino.......ccooveiiiiinnnnin. Alcalino......coo i +
o neutra
Salmonella enterica............... Alcalino......ccoevvviiiniinnn. Acido.....cooiiiiiii e, -
subsp. enterica
serotipo Paratyphi A
Otra Salmonella..................... Alcalino
Shigella............. ...Alcalino....
Citrobacter Alcalino
Klebsiella.............ccueecerieeneene Alcalino
o neutro o neutro
Escherichia ..........cccooueeennenuene Alcalino....cccoeeeeiineieen. Alcalino .....ooviiviiiiiee e —
o neutro*
Proteus ......ccccceeeeevieecneeeeeeee
Providencia

Leyenda: Alcalino = color morado ¢ Acido = color amarillo * Neutro = color gris azulado

*Una reaccion alcalina o neutra indica descarboxilacion.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Para su identificacion, los organismos deben encontrarse en un cultivo puro. Deben llevarse a cabo
pruebas morfoldgicas, bioquimicas y/o serolégicas para lograr una identificacion final. Consultar
los textos correspondientes para obtener informacién detallada y procedimientos
recomendados™.

XIl. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Antes de su lanzamiento, todos los lotes de Lysine Iron Agar Slants se someten a prueba para
determinar sus caracteristicas de rendimiento. Se analizan muestras representativas del lote con
cultivos de agar de soja Trypticase o cultivos de caldo de soja Trypticase diluidos a 10" de
Salmonella arizonae (ATCC 13314), Proteus vulgaris (ATCC 9484) y Citrobacter freundii (ATCC
8454), insertando con una aguja de inoculacién en la base y extendiendo la muestra en el agar
inclinado. Los tubos se incuban con las tapas aflojadas a 35 + 2° Cy se efectla la lectura después
de 18 — 24 h para determinar el crecimiento y las reacciones. El crecimiento de todos los
organismos es de moderado a denso. S. arizonae produce la descarboxilacion de la lisina, lo que
se indica con una reaccién alcalina (color morado) en el agar inclinado y la base, y es positiva a la
producciéon de acido sulfhidrico, lo que se indica por un oscurecimiento del medio. P. vulgaris
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XIV.

produce la desaminacién de la lisina, lo que se indica mediante una reaccién de color rojo en el
agar inclinado mientras que la base presenta una reaccién acida (color amarillo) y es negativa a la
produccion de acido sulfhidrico. C. freundii da resultado negativo a la desaminaciény la
descarbolixacién de la lisina, lo que da como resultado una reaccién alcalina en el agar inclinado
y una reaccién acida en la base (color amarillo), lo que indica fermentacion de dextrosa y puede
producir o no acido sulfhidrico.

DISPONIBILIDAD

N° de cat.  Descripcion

220952 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, pqgt. de 10 tubos de tamafio K
220953 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, caja de 100 tubos de tamafio K
297700 BD BBL Lysine Iron Agar Slants, caja de 100 tubos de tamafio D
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