TRIPLACA XLD / VERDE BRILHANTE /

SALMONELLA CROMOGENICO

Finalidade:
Meios seletivos e diferenciais para isolamento de Salmonella spp.

Registro ANVISA:

10097010167

Apresentagao:

540183 - TRIPLACA-XLD/VER.BRI/SALM.CR.-3X8mL-10PL

1. INTRODUGAO

As Salmonelas sdo bactérias Gram negativas, em forma de bacilo,
na sua maioria mével (com flagelos peritriquios), ndo esporulada,
ndo capsulada, sendo que a maioria ndo fermenta a lactose.
Fermentam arabinose, maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol,
A Salmonella é um dos principais agentes patogénicos na produgéo
de gastroenterites provocadas pelos alimentos. Por isso, foram
desenvolvidos muitos meios diferentes para o isolamento a partir de
alimentos e outras amostras.

Segundo a ISO 6579-1:2017, a partir das culturas de
enriquecimento inoculam-se dois meios de isolamento seletivos. O
primeiro agar de isolamento utilizado é o XLD e o segundo é
escolhido pelo laboratério, desde que seja complementar ao agar
XLD, ou seja, obtenha coldénias com diferentes caracteristicas das
obtidas no agar XLD, para facilitar a detecgdo, por exemplo,
Salmonella lactose positiva ou H2S negativa. Sendo sugerido como
um dos meios de escolha o Agar salmonella cromogénico ou Agar
Verde Brilhante.

A triplaca fornece 3 meios de cultura que facilitam o crescimento
simultaneo de bactérias do género Salmonella spp:

O Agar XLD (4gar de desoxicolato-lisina-xilose) é um meio
moderadamente seletivo para diferenciagdo destinado ao
isolamento de Salmonella e Shigella.

O &gar verde brilliante € um meio altamente seletivo, usado para o
isolamento de outras Salmonellas que ndo as S. fyphi e S.
paratyphi.

O 4&gar Salmonella cromogénico é um meio seletivo para
diferenciagao, utilizado no isolamento e identificacdo presuntiva das
espécies de Salmonella, sua proposta é a identificacdo presuntiva
do género através do uso de cromogénios especificos agregados a
formulagéo do meio.

2. COMPOSIGAO

Agar XLD
Formulagio Concelttragéol
Xilose 3,59
L-Lisina 5,0
Desoxicolato de sddio 1,0g
Sacarose 7,59
Lactose 7,59
Nutriente 3,09
Vermelho de Fenol 0,08g
Cloreto de sédio 5,09
Tiossulfato de sédio 6,89
Citrato Férrico amoniacal 0,89
Agar 12,59
Agua 1L
pH 7,4+ 0,2 a 25°C
Aguar Verde Brilhante
Formulacao ConcentracaolL
Extrato de Carne 3,0g
Peptona 10,09
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Extrato de Levedura 3,0g
Cloreto de sédio 5,0g
Lactose 10,09
Sacarose 10,0g
Vermelho de Fenol 0,08g
Verde Brilhante 12,5mg
Agar 20,0g
Agua 1L

pH 6,9% 0,2 a 25°C |

Samonella Cromogénico

Formulagio Concer:_tragaol
Cromopeptona 22,09
Mistura cromogénica 0,349
Inibidores 8mg
Agar 1509

pH 7,6+ 0,2 a 25°C

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

3. AMOSTRAS

a- Tipos de amostras

- As amostras devem ser enriquecidas seletivamente em meio
apropriado (Caldo Tetrationato, Rappaport, Muller Kauffmann ou
Selenito) antes de sua inoculagdo na triplaca. O usuario deve
estabelecer os critérios de conservagao, armazenamento e rejeigao
para cada material especifico.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservagao 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 ndo apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que ndo apresente os requisitos
minimos.

4. INFORMAGOES GERAIS DO PRODUTO

a- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério as placas devem ser
armazenadas em temperatura de 2 a 12°C, condigbes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rétulo,
desde que isento de contaminagdo de qualquer natureza. O uso de
refrigerador tipo frost-free nao é recomendado para meios de cultura
devido ao efeito desidratante deste tipo de equipamento.
Considerando que este produto & gelatinoso e sua composi¢éo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagdes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensagao, de pouca a muita, acumulando agua na placa.
Recomenda-se guardar as placas com os meios de cultura virados
para cima e, quando necessario, desprezar a agua acumulada e
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deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizagao.

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
redugdo do tempo de secagem ou estabilizagdo. A repeticdo do
processo de refrigeragdo/estabilizacdo ndo é recomendada, a
constante troca de temperatura pode levar a desidratagdo do meio,
expor o produto a contaminagdes ou gerar um acumulo de agua
excessivo.

A agua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagao de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

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

b- Precaugées e cuidados especiais

- O produto ¢é destinado apenas para o uso in vitro;

- Uso restrito por profissionais;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protecdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;

- N&o utilizar placas com sinais de contaminagéo, ressecamento ou
com alteragbes de cor ou espessura;

- Nao 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 Infecgbes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para o manuseio seguro;

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab;

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

5. MATERIAL NECESSARIO (porém nao fornecido)
- Estufa bacteriolégica;

- Bico de Bunsen;

- Algas bacteriologicas.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Retirar o pacote de placas da geladeira e separar as placas a
serem usadas, retornando o pacote a geladeira;

b- Colocar as placas em estufa bacterioldgica entre 35-37°C pelo
tempo necessario para adquirirem esta temperatura;

c- Semear o material de acordo com técnicas estabelecidas pelo
laboratério ou conforme imagem abaixo:

d- Incubar por periodo exigido pela técnica adotada.
e- Realizar leitura.

7. RESULTADOS
a- Havendo crescimento, analisar o desenvolvimento de cor no
meio, verificando:
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No XLD: As bactérias que produzem H,S apresentam precipitado

negro na coldnia. Bactérias que hidrolisam a lisina (como as
Salmonellas) alcalinizam o meio, tornando-se transparentes ou
avermelhadas (com centro negro se produtoras de H,S). A presenca
de lactose e sacarose no meio facilita o crescimento de bactérias
que fermentam estes agucares (acidificagdo do meio formando
colénias amarelas ou avermelhadas).

No Verde Brilhante: Samonella que nido S. typhi e S. paratyphi

apresentam colbnias brancas a vermelhas, opacas, cercadas por
um halo avermelhado. S. typhi e S. paratyphi ndo apresentam
crescimento neste meio.

No Salmonella Cromogénico: Presenga de colbnias de coloragéo

magenta caracterizam o crescimento de Salmonella.

b- Apés isolamento das coldnias tipicas, realizar a confirmagao com
provas bioquimicas conforme metodologia estabelecida pelo
laboratério.

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

Os resultados falsamente positivos ou negativos podem ocorrer,
com maior frequéncia, nas seguintes situagdes:

- Tempo longo entre a semeadura da amostra e analise. Ao utilizar
colénias isoladas em um periodo superior a 24 horas, o
metabolismo bacteriano pode ficar comprometido e a leitura de
alguns parametros podem consequentemente ficar defasados ou
até mesmo nao ocorrer. Em colbnias recentes (inferior ao periodo
de 18 horas) ndo se encontram com o metabolismo bem definido, e
algumas provas podem n&o ocorrer.

- Incubagéo em temperatura inadequada.

- Exposigao e incubacdo da placa a temperaturas elevadas. Os
substratos cromogénicos podem ser decompostos e/ou inativados.

- Interpretagéo equivocada de resultados.

- Técnica de assepsia inadequada.

- Tempo excessivo ou insuficiente de incubagdo. Tempo excessivo
de incubacdo fornece resultados falsamente positivos e tempo
insuficiente fornece resultados falsamente negativos.

- Utilizagdo de material vencido, contaminado ou em condi¢des
inadequadas.

- Contaminagdo cruzada por uso de acessorios ndo esterilizados
corretamente ou ambiente ndo asséptico.

-Utilizagdo de meios de cultura com aparéncia alterada.

- Nao aguardar para que os materiais atinjam a temperatura
ambiente no momento do uso.

- Erro na conservagéo do produto pode ocasionar desidratagdo do
meio e alteragdo das propriedades dos componentes

- A triplaca fornece identificagdo presuntiva para Salmonella. A
identificagédo definitiva das espécies bacterianas isoladas devera ser
efetivada com o uso de sistemas mais sensiveis como o sistema
Bactray. Para tanto, as colénias devem estar bem isoladas.

9. CONTROLE DE QUALIDADE

- Materiais necessérios

Cepas padrdo: ATCC® (American Type Culture Collection) ou
derivadas).

- Controle de qualidade recomendado:

Parametro Resultado esperado
Produtividade Incubagdo 33-37°C/
qualitativa — Crescimento bom - 24h-Agar Salmonella
S. typhimurium Coldnias magentas cromo%énico
ATCC 74028
Seletividade ~ o
qualitativa — Inibig&o total a parcial - Iznfﬁ.ia%ios?;?ﬁfgngfa
E. coli ATCC Colénias Azuis gar s
25022 cromogénico
Seletlidade Incubagéo 33-37°C/
qP mirabilis Inibigao total a parcial 24h-Agar Salmonella
A'fCC 25933 cromogénico
Produtividade Crescimento bom - Incubacéo 33-37°C/
o Colbnias incolores ou 24h-Agar Verde
qualitativa - S. L A ;
o ligeiramente réseas Brilhante
typhimurium

! ﬂ LABORCLIN

uma empresa Solabia Group

02




TRIPLACA XLD / VERDE BRILHANTE / SALMONELLA CROMOGENICO

ATCC 14028
Produvidade | ¢ e
qualitativa - S. neqro e uma zona Incubacéo 33-37°C/
lyphimurium Ieverr?ente transparente 18h - Agar XLD
ATCC 14028 p
de cor avermelhada
Teste de . Incubagéo 35°C /
Esterilidade Sem crescimento 48h
Meio n XLD - Meio sélido levemente opaco, com
eio ndo | P Ihada. livre d
inoculado coloragdo rosea a avermelhada, livre de
precipitados ou particulas visiveis.
Verde Brilhante - Meio sélido levemente opaco,
cor marrom alaranjada, livre de precipitados ou
Meio ndo particulas visiveis.
inoculado Salmonella cromogénico - Meio de coloragao
ambar claro, ligeiramente opalescente, com
pequenissimos precipitados.
- Periodicidade

Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade estabelecida
pelo proéprio laboratério.

- Anélise dos resultados

As cepas inoculadas no material devem apresentar caracteristicas
de crescimento esperados. Caso se constate algum problema ou
diferenga, os resultados das amostras 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 - Cddigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

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

- Os materiais estejam sendo armazenados em condigdes
adequadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condigdes de uso, manutengao e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sdo repetidos periodicamente até a data
de vencimento expressa em rétulo. Os certificados de andlise de
cada lote podem ser obtidos junto ao site www.laborclin.com.br. Em
caso de duvidas ou outras informagdes, contatar o SAC - Servigo de
Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-0410027 ou pelo e-
mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas que inviabilizem
uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin serdo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Caodigo do produto

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagéo

LOT

Numero de lote

Fabricante

Validade

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Na&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizacao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizag&o utilizando irradiagao

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

www.laborclin.com.br

Risco biolégico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliagéo de
desempenho

Nao reesterilizar

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