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Para identificagao bacteriana

Fabricante
ROSCO Diagnostica ApS, Stensmosevej 24A, DK-2620 Albertslund, Denmark, www.rosco-diagnostica.com

Utilizacdo a que se destina

Para ser utilizado em procedimentos qualitativos para detectar propriedades microbianas in vitro para a
identificagdo de microrganismos. Os testes de identificagdo encontram-se disponiveis sob a forma de
comprimidos individuais.

Principios do método

Os Diatabs podem dividir-se em dois grupos: Diatabs para colocagdo em placas de agar e Diatabs para
dissolver em liquido. A maioria dos Diatabs proporcionam testes rapidos utilizando reac¢Ges enzimaticas
cromogénicas e testes convencionais modificados. Os Diatabs colocados em placas de 4gar detectam
padrdes naturais de susceptibilidade ou necessidades de factor de crescimento. Apds a incubacéo, as placas
sdo examinadas e os didmetros das zonas de inibicdo em volta do comprimido sdo medidos e comparados
com as tabelas de interpretacdo das zonas (sensivel/resistente) de cada comprimido. Os Diatabs utilizados
em liquido baseiam-se nas propriedades enzimaticas dos microrganismos detectados por varios sistemas
indicadores. !

Podera obter mais informacGes acerca de Diatabs para identificacdo bacteriana do Guia do Utilizador de
Diatabs 2 em www.rosco-diagnostica.com.

Instrucdes de conservaciao

Ap0ds recepcao, verificar o simbolo da temperatura no rétulo. Os Diatabs com um simbolo de 2°C a 8°C
devem ser conservados num frigorifico e os Diatabs com um simbolo de 25°C como temperatura maxima
no rétulo devem ser conservados a temperatura ambiente.

Se os Diatabs forem conservados no frigorifico, deixar os frascos atingirem a temperatura ambiente antes
de os abrir, ou seja, aguardar 30 a 60 minutos, para evitar a formacdo de condensag¢do nos comprimidos.
Manter os Diatabs nos frascos bem protegidos da luz directa e evitar a exposi¢do a um elevado grau de
humidade. Manter dentro do frasco o material de absor¢cdo de humidade (uma capsula dessecante), caso
haja.

O prazo de validade nos frascos aplica-se apenas aos frascos com tampas conservados a temperatura
correcta.

Reagentes
Os Diatabs sdo comprimidos de 6 ou 9 mm fornecidos em frascos que contém 15, 25 ou 50 comprimidos.

Os comprimidos de 9 mm sdo impressos em ambos os lados com um cédigo exclusivo de 5 caracteres. Os
comprimidos de 6 mm, que sdo utilizados no agar, possuem um cédigo de cor e os Diatabs destinados a
dissolver em liquido ndo tém cédigo. O utilizador deve manter-se atento ao contelido da proveta quando
utilizar mais de um tipo de Diatabs.
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Precaucdes
Cumprir as instrugdes de utilizacdo. Nenhum dos comprimidos se destina a utilizacdo em testes de

sensibilidade. O desempenho dos Diatabs depende ndo sé dos Diatabs especificos, mas também da
utilizacdo correcta do indculo, do tempo de incubagdo e da interpretacdo do didmetro das zonas ou da
alteracdo da cor. Os produtos sé devem ser utilizados por técnicos devidamente qualificados. Utilizar uma
pinca para segurar nos Diatabs.

E necessario tomar precaucdes relativamente aos perigos microbiolégicos, esterilizando adequadamente as
amostras, os recipientes, os meios de cultura e as provetas, apos a sua utilizagdo. Os Diatabs, tubo e as
placas de dgar com potenciais agentes patogénicos sdo eliminados como residuos microbiolégicos.

Amostra
A colheita e manuseamento da amostra deve processar-se de acordo com as linhas de orientacdo
recomendadas. A amostra deve consistir numa cultura pura completamente tipica das espécies a identificar.

Método
Materiais fornecidos: Diatabs conforme descrito no rétulo do recipiente.

Materiais necessarios mas nao fornecidos: Meios de cultura, provetas, reagentes, organismos de controlo
de qualidade e equipamento de laboratério necessdrio para a identificagdo, por exemplo, ansas de
inoculagdo, zaragatoas, pipetas e frascos de colheita.

I. Diatabs colocados em agar

A susceptibilidade dos microrganismos isolados, provenientes de amostras clinicas, aos micrébios e outros
agentes pode ser Util para a identificacdo. E possivel caracterizar e distinguir os microrganismos medindo o
tamanho do didmetro das zonas apds cultura com um indculo normalizado aplicado a um meio de agar
especifico.

I.1. Preparacdo do indculo

Suspender varias coldnias morfologicamente semelhantes provenientes de uma placa (ndo selectiva) de
agar submetido a cultura durante 18 a 24 horas em 4 a 5 ml de solugdo de NaCl a 0,9% de modo a obter
uma turvagdo comparavel ao padrdo 0,5 da escala de McFarland.

1.2. Inoculagao
Nos 15 minutos seguintes, introduzir uma zaragatoa de algod3o esterilizada na suspensdo ajustada e retirar

o indculo da mesma, exercendo uma pressdo firme sobre o interior do tubo. Nos 15 minutos seguintes sdao
utilizadas zaragatoas para inocular o agar especificado na Tabela 1. Inocular a superficie seca da placa de
agar apropriada passando a zaragatoa sobre toda a superficie. Deixe a superficie secar 3 a 5 minutos ou, no
maximo, 15 minutos antes de aplicar Diatabs a superficie do agar.

1.3. Incubacdo e leitura das placas

Passados 15 minutos, colocar o lado do dgar para cima e incubar as placas consoante a espécie e de acordo
com a Tabela 1 (condigdes aerdbias, anaerdbias ou em CO; a 5-10%). Examinar as placas apds incubac¢do de
uma dia para o outro, se nada mais estiver especificado na Tabela 1.

Os diametros das zonas de inibicdo completa sdo medidos conforme determinado por inspeccdo visual
grosseira. As zonas sdo medidas até ao milimetro inteiro mais proximo.

RESULTADOS:

Comparar o diametro da zona registado com os indicados na Tabela 1. Os resultados obtidos para uma
amostra especifica podem ser relatados como Susceptivel (S) ou Resistente (R), consoante as zonas de
interpretacdo: utilizar a Tabela 1 para efectuar uma identificagdo preliminar da estirpe bacteriana.

1. Diatabs utilizado em liquido
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1I.1. Preparacdo do indculo
O organismo a testar deve ter entre 18 e 24 horas de tempo e deve encontrar-se numa cultura pura. Os
isolados de crescimento lento podem ser testados utilizando uma cultura com um tempo de 48 horas.

Preparar num tubo uma suspensdo pesada (pelo menos da escala 4 de McFarland) do organismo de teste
em 0,25 mL de solugdo salina. E possivel inocular uma grande quantidade de Diatabs com um Unico inéculo.

11.2. Inocula¢do
Adicionar um Diatabs ao tubo. Alguns Diatabs requerem adicionalmente que se acrescente 3 gotas de dleo

de parafina estéril ao tubo (especificados na Tabela 2).

11.3. Incubacdo e leitura dos tubos

Selar o tubo e incubar a uma temperatura entre 35 e 37°C durante 4 horas, de um dia para o outro ou
conforme especificado na Tabela 2.

Apds incubacdo, observar para ver se existe desenvolvimento na cor. No caso de alguns Diatabs, é
necessario adicionar um reagente antes de ler a cor, e alguns Diatabs podem apresentar duas reacg¢des.
Ap0s interpretacdo do desenvolvimento da cor, adicionar um reagente e ler a nova cor (especificada na
Tabela 2).

RESULTADOS:

Os Diatabs em liquido sdo pontuados de acordo com as reac¢Ges de cor. A Tabela 2 apresenta as reacgoes
de cor para as estirpes negativas e positivas. Tome nota do resultado do teste num impresso de relatério
apropriado.

Ill. Diatabs com um procedimento diferente

Oxidase

Colocar um papel de filtro espesso numa placa de petri, colocando os Diatabs sobre o mesmo. Deitar uma
gota de solugdo salina em cima do comprimido, esperar 60 segundos e deitar outra gota de solugdo salina
em cima. Quando o papel de filtro estiver molhado, esfregar a colénia sobre o mesmo a uma distancia
aproximada de 3 a 8 mm do rebordo do comprimido, utilizando uma ansa de plastico. Fazer a leitura apds
2 minutos. E possivel testar mais de um isolado utilizando o mesmo Diatabs e 0 mesmo papel de filtro.

Factor X, V e X+V

Sdo utilizados comprimidos com factores de crescimento, hemina (Factor X) e NAD (Factor V) ou ambos os
factores para a diferenciacdo de Haemophilus spp. Os trés comprimidos sdo colocados no agar, o de Factor
X e o de Factor V a uma distancia de 2 cm um do outro e o de factor X+V um pouco mais distante dos outros.
Utilizar apenas meio de cultura isento dos dois factores de crescimento (por ex: dgar TSA).

Incubar de um dia para o outro a uma temperatura entre 35 e 37°C durante 18 a 24 horas, e observar para
ver se existe crescimento ou auséncia de crescimento junto de um dos comprimidos. Se o organismo
necessitar de apenas Factor X, sé se desenvolvera na proximidade dos comprimidos de factor X e X + V; se
necessitar de apenas Factor V, s se desenvolvera na proximidade dos comprimidos de factor Ve X + V; se
forem necessarios os dois factores para o organismo se desenvolver, tal s se verificara na proximidade dos
comprimidos de factor X + V.1

CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

Deve utilizar-se um procedimento de controlo da qualidade que utilize as estirpes ATCC ou as estirpes
conhecidas como positivas ou negativas para monitorizar o desempenho dos comprimidos. O controlo de
qualidade deve ser realizado de acordo com os métodos estabelecidos de controlo de qualidade do
laboratdrio. As reacgdes de cor positivas/negativas ou as estirpes sensiveis/resistentes sdo apresentadas
nas Tabelas e indicam o correcto desempenho do procedimento em geral.’® Se forem observados
resultados de qualidade aberrante, estes ndo deve ser referidos.
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LIMITACOES DO METODO

Devem utilizar-se culturas puras de microrganismos, uma vez que uma populagdo microbiana mista ira dar
origem a resultados aberrantes.

A utilizagdo de Diatabs para a identificagdo de microrganismos e interpretacdo dos resultados requer um
técnico com experiéncia em métodos gerais de microbiologia, devendo esse técnico utilizar criteriosamente
os seus conhecimentos, experiéncia, informacgdes sobre a amostra e outros procedimentos pertinentes
antes de referir a identidade do isolado.

Os resultados de testes adicionais podem afectar o resultado de identificacdo final.

Os resultados ndo se destinam a utilizagdo em procedimentos de testes de susceptibilidade.

A precisdo dos Diatabs baseia-se nas propriedades microbianas in vitro conhecidas para espécies
bacterianas especificas com importancia clinica . Se forem encontrados resultados atipicos ou
inconsistentes, recomenda-se a repeticdo dos testes. Deve considerar-se a elaboragdo de um relatério
relativamente a um resultado imprevisto, podendo os isolados ser enviados para laboratdrios de referéncia
para a realizagcdo de outros testes.
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