LISTERIA ALOA AGAR

Finalidade:
Meio seletivo diferencial para isolamento de L.monocytogenes.

Registro ANVISA:

100.970.10-167

Apresentagao:

540118 - LISTERIA-ALOA-AGAR-15mL-PL90X15-10PL

1. INTRODUGAO

O Agar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA), incorporam dois
substratos diferentes, um cromogénico, B-glicosidase, e um nao
cromogénico, a(s) fosfolipase(s). O ALOA foi introduzido pela ISO
em 2004, através das emendas as normas ISO 11290-1:1996 e
11290:2-1998.

A Listeria é amplamente distribuida na natureza e no ambiente de
producédo de alimentos (solo, agua, vegetacdo, fezes de animais
saudaveis, incluindo humanos, esgotos, residuos de abatedouros,
racdo animal, frango resfriado e congelado), mas a doenga é
transmitida primordialmente através do consumo de alimentos
contaminados por Listeria monocytogenes (MclLauchlin & Rees,
2009).

O Listeria ALOA Agar é um meio de cultura cromogénico, seletivo e
diferencial usado para o isolamento de Listeria monocytogenes e
outras Listeria spp. O meio possui o composto cromogénico 5-
bromo-4- cloro-3-indolil-B-D-glucopirandsido, um substrato para a
detecgdo de B -glucosidase. Esta enzima é comum em todas as
Listeria spp. Quando presente no meio ALOA, as colbnias de
Listeria spp. hidrolisam o composto cromogénico e as col6nias
desenvolvidas se apresentam com a coloragdo verde-azuladas. A
diferenciagdo de Listeria monocytogenes de outros Listeria spp. é
alcancado através da produgéo de uma fosfolipase C especifica de
fosfatidilinositol (PI-PLC), reconhecida como um fator de viruléncia
de L. monocytogenes. As cepas de Listeria monocytogenes
hidrolisam o substrato especifico purificado adicionado ao meio
produzindo um halo opaco em torno das colénias. Este meio contém
uma base nutricional que garante um bom desenvolvimento para
uma ampla gama de bactérias devido as fontes de nutrientes,
vitaminas e de energia (proveniente de peptonas, extrato de
leveduras e de fontes de carbono). A adigéo de inibidores resulta em
uma redugdo acentuada no crescimento de outros microrganismos
ndo alvo tais como demais espécies de Gram positivos e Gram
negativos (acido nalidixico, ceftazidima, polimixina) bem como
bolores e leveduras (cicloeximida e anfotericina). A seletividade é
obtida pela adicdo de cloreto de litio, acido nalidixico e
cicloheximida, enquanto agar é o agente solidificante.

2. COMPOSIGAO

Formulagdo Concerll-tragéol
Digesto enzimatico de tecido animal 18,09
Digesto enzimatico de caseina 6,0g
Extrato de levedura 10,09
Piruvato de sodio 2,09
Glicose 2,09
Glicerofosfato de magnésio 1,0g
Sulfato de magnésio anidro 0,59
Cloreto der sédio 5,09
Cloreto de litio 10,09
Fosfato dissédico anidro 2,59
X-Glu  (5-bromo-4-cloro-3-indolil-  B-D- 0.05
glicopiranosideo) 29
Agar 12,0g
Agua deionizada 1L
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2.1 Suplemento

Formulagdo Concerll-tragaol
L-a-fosfatidilinositol (50mL da solugéo 2

o g/l
aquaosa 4%)
Acido nalidixico (5mL da soluagéo 0,4%
em NaOH 0,05mollL) 0,02g/L
Anfotericina B (10mL da solugdo 1 mol/L
de HCL) 0,01g/L
gif;?)mdma (5mL da soluagdo aquaosa 0,02g/L
Sulfato de polimixina B (7,67mL da | 76.7000
soluagdo aquaosa 1%) unidades
Cicloeximida (5mL da solugdo 1%) 0,05g/L

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

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Varios tipos de amostra podem ser inoculadas no Listeria ALOA,
como por exemplo, amostras de alimentos, ambientais e outros
materiais nao clinicos.

- 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 analises, microrganismos com
necessidades especiais (suplementos especificos ou ambiente
controlados) podem n&o apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que nido apresente os requisitos
minimos.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O 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 8°C, condicdes 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 ndo é recomendado para meios de cultura
devido ao efeito desidratante deste tipo de equipamento.
Considerando que este produto & gelatinoso e sua composicéo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagdes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensagdo, 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
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 (+37°C) para
reducdo do tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do
processo de refrigeragdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a
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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 destinado apenas para o uso diagnéstico 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 alteragdes 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 “Protegdo 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. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nio
fornecidos)

- Estufa bacterioldgica;

- 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 referentes ao acondicionamento, preparo e diluigdes;

d- Incubar por periodo de tempo e temperatura exigido pela técnica
adotada.

e- Seguir a técnica de contagem e identificagdo conforme critério
adotado pelo laboratério.

7. RESULTADOS

- As col6nias de Listeria spp sao pequenas, azuis claras, sem halo
ao redor das colbnias.

- As colbnias de Listeria monocytogenes e Listeria ivanovii sdo azuis
claras, com halo opaco ao redor das colbnias.

- Ocorrendo o desenvolvimento de colbnias caracteristicas deve ser
realizada a confirmagdo bioquimica, conforme metodologia
estabelecida pelo laboratério.

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 35/2015)

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

- O desenvolvimento de colbnias com as caracteristicas tipicas no
Listeria ALOA Agar ndo é confirmatéria. A identificagéo das colénias
que se desenvolverem neste meio deve ser realizadas provas
bioguimicas referenciadas.
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- A maioria de Listeria ivanovii também produz um halo opaco ao
redor das coldnias apos 48 horas de incubagéao.

- Ha cepas de Listeria monocytogenes que, em condi¢cdes de
“stress” (particularmente provocado por acidos), formam halo muito
fraco ou ndo formam halo.

- Incubagéo em temperatura inadequada.

- Utilizagao de alga flambada nao resfriada.

- Sobrecarga de inéculo ou falta de in6culo. Placas com indculos
mais carregados podem gerar resultados falsamente positivos e
indculos em menor quantidade podem fornecer resultados
falsamente negativos.

- 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.

9. CONTROLE DE QUALIDADE

- Materiais necessérios

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

- Controle de qualidade recomendado:

Parametros Resultado esperado
PR = 0,5 - Contagem
obtida em comparagéo

Produtividade qualitativa -

L. monocytogenes ATCC
7644

ao agar TSA.
Desenvolvimento de
colénias esverdeadas,
com halo opaco*

Incubacéo 33-
37°C por 48h

Especificidade qualitativa
— L. innocua ATCC 33090

Colbnias esverdeadas,
sem halo opaco.

Incubacéo 33-
37°C por 48h

Seletividade qualitativa —

Inibigéo total**

Incubacéo 33-

E. coli ATCC 25922
Seletividade qualitativa —
E. faecalis ATCC 29212

37°C por 48h
Incubagéo 33-
37°C por 48h
Meio sdlido ligeiramente opalescente, com
coloracdo  ambar  claro, homogéneo,
podendo  apresentar  precipitados ou
particulas visiveis.

* Inéculo aproximado de 100 UFC

** Inéculo aproximado de 10.000 UFC

Inibigéo total**

Meio ndo inoculado

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

- Anélise dos resultados

As cepas padrdo inoculadas no material devem apresentar
caracteristicas de crescimento esperado. Caso se constate algum
problema referente a ndo recuperagao do indculo de cepas controle,
os resultados de 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 conhega e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condigbes de uso, manutencao e limpeza.
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Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sdo repetidos periodicamente conforme
calendario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rétulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com 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 seréo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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12. PRODUTOS RELACIONADOS

530166 FRASER-CALDO-1/2 CONC.-225mL-CX 10FR
510165 FRASER-CALDO-10mL-TB 16,5X92-CX10TB
540176 PALCAM-AGAR-20mL-PL 90X15-10PL

510168 XILOSE CALDO-3mL-TB13X100-CX10TB
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510167 RAMNOSE CALDO-3mL-TB13X100-CX10TB
510166 TSA-AGAR-YE-5mL-TB 16,5X92-CX 10TB

570197 PEROXIDO HIDROGENIO-10V-FR 10mL

540204 SANGUE-AGAR-SEG.ISO-20mL-PL 90X15-PC10PL
660674 S.AUREUS LB 25923-1mL-FR 1UN

510173 SIM-AGAR-H2S/IND/MOT-56mL-TB13X100-CX10TB
620520 COLORACAO GRAM-CONJ. 4x100mL
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Laborclin Produtos para Laboratorios Ltda
CNPJ 76.619.113/0001-31

Insc. Estadual 1370012926

Rua Casimiro de Abreu, 521
Pinhais/PR CEP 83.321-210
Telefone 041 36619000
www.laborclin.com.br
Responsavel Técnico:

Maire Wakamori — CRF/PR-20176
Servigo de Assessoria ao Cliente
SAC 0800-0410027
sac@laborclin.com.br
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cédigo do produto

LOT

Numero de lote

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagao

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagao utilizando irradiagéo

Risco biolégico

Controle

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizacao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso.

Controle Negativo

Controle Positivo

Manter seco

N,
/N
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Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

Somente para avaliagéo de
desempenho

N&o reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edigao (24.08.2022)
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