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AGAR IRIS SALMONELLA®
METODO DE DETECGAO PARA SALMONELLA
Uso

IRIS Salmonella® é um método alternativo de pesquisa de Salmonella em alimentos e ragbes
animais e em amostras ambientais.

Estudos realizados com o Agar IRIS Salmonella® mostram uma grande especificidade para a
detecgédo de Salmonella, inclusive espécies atipicas que sdo duvidosas em outros meios. De
fato, a deteccdo de Salmonella Typhi e Paratyphi, Salmonella lactose positiva (Salmonella
senftenberg e subespécies S. arizonae e S. diarizonae) e cepas sacarose positivas sao
asseguradas.

O meio permite a detecg¢éo de sorotipos iméveis (S. pullorum e S. pallinarum).

O agente seletivo permite a inibicdo de bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas.
Agar IRIS Salmonella® pode ser usado nos métodos padrdo para a detecgdo de Salmonella
como segundo meio de isolamento. Agar IRIS Salmonella® possui certificagdo NF
VALIDATION, de acordo com o protocolo de validacdo NF EN ISO 16140-2 de 2016 para todos
os alimentos e ragdes, bem como amostras do ambiente. O método de referéncia usado para
validagao € o padrao NF EN ISO 6579-1 de 2017.

Agar IRIS Salmonella® também é validado para a deteccdo de Salmonella em amostras de 50
g a 375 g para leite em pg, incluindo leite infantil com e sem probidticos e de 50 g a 125 g para
farinhas em ragédo animal.

PRINCIPIOS

O método permite a deteccao de Salmonella com e sem mobilidade.

A analise pode ser declarada negativa apdés 37 horas de enriquecimento (Meio de
enriquecimento de Salmonella) e diferenciacéo (Agar IRIS Salmonella ®).

A etapa de diluigdo de 1/10 da amostra é realizada em caldo de enriquecimento de Salmonella
de acordo com as recomendacdes NF EN ISO 6579.

A etapa de enriquecimento é realizada com a adigdo do suplemento seletivo IRIS Salmonella®
no caldo e na mistura da amostra. O caldo de enriquecimento de Sal/monella obtido é incubado
por 16 a 24 horas a 41,5 + 1,0°C.

A etapa de diferenciacdo é realizada estriando o caldo em Agar IRIS Salmonella® e incubando
por 21 horas a 37°C.

As colbnias de Salmonella sdo magentas, enquanto outras espécies sao azul-violeta ou
incolores.

Os agentes seletivos permitem a inibicdo de bactérias Gram-positivas e algumas bactérias
Gram-negativas.

Uma eventual etapa de confirmacdo pode ser realizada por testes classicos descritos em
métodos padrdo ou por um teste de latex diretamente de uma colénia magenta isolada do Agar
IRIS Salmonella®

COMPOSICAO TiPICA
(A composic¢ao pode ser ajustada para obter um desempenho ideal).

Meio de Enriquecimento para Sa/monella:
Para 1 litro de meio desidratado:
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S =Y o) (o o - TP 10,00 g
I O [0 =Y (o 3o [ IX=To Yo [ (o 5009
- Tampao de fOSTato........oouuiiiicce e 5069

pH do meio pronto para uso a 25°C: 7,0 £ 0,2

Nota: A composicdo do meio de enriquecimento para Salmonella esta de acordo com a da
Agua Peptonada Tamponada.

Meio de Enriquecimento para Sa/monella com concentragao dupla tamponada
Para 1 litro de meio:

= PEPIONA. .. e a e e 10,00 g
SR O [0) =1 (o 3o [STK=To Lo | o T UEPPPPTPR 500¢9
- Tampao de fosfato........ooeiiiiiice e 10,12 g

pH do meio pronto para uso a 25°C: 7,0 £ 0,2

Suplemento IRIS Sa/monella® (Qsp 225 mL)

Para um tablete:

= SISEEMA SEIETIVO. .. .t 0,149
= Agente de COIOTAGAD. .........uuiiie ittt 0,005¢g

Suplemento IRIS Sa/monella ® (Qsp 90 mL)

Para um tablete:

= SiIStEMA SEIBLIVO.....eeeieeeeee e 0,04 g
- Agente de COIOrAGA0. .......uuuieiieiiiiiie e 0,002 g

Suplemento liquido IRIS Sa/monella®

Para um frasco de 50 mL:

- SIStEMA SEIETIVO.....eiii i 2g
= AgeNnte de COIOTAGCAD. ... uueeiei ettt 0,149

Agar IRIS Salmonella®
Para um litro de meio:

= PEPIONA. e 10,09
- EXtrato de 1eVedUura.. ... 50¢g
I (0] =Y (o 3o [STX=To Lo | o PSPPI 509
- Tampao de fOSTato........oeiiiii e 7049
= AGENTES SEIBLIVOS. ...oiiiiiiiii e 10,2 g
= MiStUra CroMOGENICA. ......coiuieiiie et 1,09
- AQar BaCtriOIOGICO. ..........veveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 16,0 g
- AgENtES OPACITICANTES. .....ciiiiiiiiiiie et 6,59

pH do meio pronto para uso a 25°C: 7,0 £ 0,2

PREPARACAO
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Preparagao do Meio de Enriquecimento para Salmonella desidratado:

- Dissolver 20,0 g de meio desidratado (BK194) em 1 litro de meio
em agua destilada ou deionizada.

- Misturar bem até a dissolugdo completa. - Reconstituigdo:

- Distribuir em tubos de 9 mL ou em frascos de 225 mL.

- Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. 20,0 gL

- Resfriar em temperatura ambiente.

- Esterilizagao:
15 min a 121°C

Preparagdo do Meio de Enriquecimento para Salmonella

desidratado com concentragao dupla tamponada:

- Dissolver 25,1 g de meio desidratado (BK225) em 1 litro de
meio em agua destilada ou deionizada.

- Misturar bem até a dissolugdo completa.

- Distribuir em tubos de 9 mL ou em frascos de 225 mL.

- Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.

- Resfriar em temperatura ambiente.

- Reconstitui¢ao:
25,1 g/L

- Esterilizacao:
15 mina 121°C

Preparagdo de meio desidratado Agar IRIS Salmonella®:
- Dissolver 60,7 g de meio desidratado (BK212) em 1 litro de meio em agua destilada ou

desmineralizada.
- Lentamente leve a ebulicdo, mexendo sempre com |-  Reconstituigio:
agitagao, até a dissolugao completa.
- Deixar ferver por exatamente 2 minutos. 60,7 g/L
- Nao superaquecer.
- Nao autoclavar - Manter em ebulicdo por 2 min.
- Dispensar a quantidade apropriada nas placas de Nao superaquega.
Petri. N&o autoclave.

- Resfriar em uma superficie fria.

INSTRUCAO DE USO

Sempre use boas praticas de laboratério.
Consulte a norma NF EN ISO 7218.

Protocolo certificado NF VALIDATION para amostras até 25 g (alimentos, ragdes e

amostras ambientais):

- Adicionar assepticamente (x) g da amostra a ser testada em 9 (x) mL de meio de
enriquecimento de Salmonella pronto para uso.

NOTAS:

- Usar o enriquecimento de Salmonella com tween para suspensao
inicial e enriquecimento de matrizes com mais de 20% de gordura.

- Usar o enriquecimento de Salmonella com tampao duplo para Diluiggo de 1 :10,
matrizes acidas e acidificantes.

- Adicionar 0,1 mL do suplemento IRIS Salmonella® (BS078), para 16-24 h a 41.5°C
cada grama de amostra (ou seja, 37,5 mL para 375 g de amostra).

- Enriquecimento:

- . o - Detecgéo:
- Para 25 g de amostra, adicionar diretamente um comprimido do Repeticao 10 pL

suplemento IRIS Salmonella® (BS077) em 225 mL de caldo. 24h a 37°C

- Para 10 g de amostra, adicionar diretamente um comprimido do
suplemento IRIS Sa/monella® (BS093) em 90 mL de caldo.
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- Misture bem.
- Incubar o caldo a 41,5 £ 1,0°C por 16 a 24 horas.
- Repetir 10 pL do enriquecimento na superficie do Agar IRIS Salmonella®
- Incubar a 37 + 1°C por 24 horas * 3 horas

Nota sobre armazenamento refrigerado do meio:

O caldo de enriquecimento apos a incubacgéo, pode ser mantido até 3 dias a 2-8°C antes de ser
repassado para o Agar IRIS Salmonella® para todos os alimentos e amostras ambientais. Da
mesma forma, apds a incubacdo as placas de Agar IRIS Salmonella® podem ser guardadas
até 3 dias a 2-8°C antes da leitura e confirmagdes subsequentes.

No contexto da VALIDACAO NF, amostras maiores que 25 g ndo foram testadas.

Protocolo certificado pela NF VALIDATION para leite em pé (incluindo leite infantil com e

sem probiéticos) de 50 a 375 g.

- Adicionar assepticamente (x) g da amostra a ser testada em 9 (x) mL do caldo de
enriquecimento para Sal/monella pré-aquecido a 41,5°C

- Adicionar 0,1 mL do suplemento IRIS Salmonella® (BS078), para
cada grama de amostra (ou seja, 37,5 mL para 375 g de amostra).

- Enriquecimento:
- Misturar bem.

- Incubar o caldo a 41,5 + 1,0°C por 18 a 24 horas. , Diluicdo de 1 :10,
- Adicionar 10 uL do caldo de enriquecimento na superficie do Agar

IRIS Salmonella®. 18-24 h a 41.5°C
- Incubar a 37 = 1°C por 24 horas % 3 horas.
Nota sobre armazenamento refrigerado do meio: - Detecgao:

O caldo de enriquecimento ap6s a incubacéo, pode ser mantido até 3 | Plaquear 10 pL,
dias a 2-8°C antes de ser repassado para o Agar IRIS Salmonella®. | 24h a 37°C

Da mesma forma, apés a incubagao, as placas de Agar IRIS Salmonella® podem ser mantidas
até 3 dias a 2-8°C antes da leitura e confirmagdes subsequentes.

No contexto da VALIDACAO NF, é possivel usar meio de enriquecimento para Salmonella ou
meio de enriquecimento para Salmonella em concentragdo dupla tamponada para a suspensao
méae de matrizes acidas e acidificantes.

Protocolo certificado NF VALIDATION para farinhas e croquetes em ragées animais, de
50 a125 g.
- Adicionar assepticamente (x) g da amostra a ser testada em 9 (x)

mL do caldo de enriquecimento para Sa/monella pré-aquecido para

41,5°C. - Enriquecimento:
- Adicionar 0,1 mL do suplemento IRIS Salmonella® (BS078) para

cada grama de amostra (ou seja, 12,5 mL para amostra de 125 g).
- Misturar bem.
- Incubar o caldo a 41,5 + 1,0°C por 18 a 24 horas.
- Adicionar 10 pL do caldo de enriquecimento na superficie do Agar .

- Detecgao:
IRIS Salmonella®
R Plaquear 10 L,

- Incubara 37 £ 1 ° C por 24 horas * 3 horas. 24h a 37°C

Diluicao de 1:10,

18-24 h a 41.5°C

Nota sobre armazenamento refrigerado do meio:
Ap6s a incubagao, as placas de Agar IRIS Salmonella® podem ser mantidas até 3 dias entre 2-
8°C antes da leitura e confirmagdes subsequentes.

No contexto da VALIDACAO NF, apenas amostras entre 50 g e 125 g foram testadas para as
farinhas em alimentos e ragdes.
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RESULTADO

Caracteristicas das colénias no Agar IRIS Salmonella®:

Microrganismos Caracteristicas das colénias

Salmonella spp.
(incluindo Salmonella typhi, paratyphi, lactose positiva, | Rosa para magenta
sacarose positive, imével, monofasico, dublin, bongori)

Escherichia coli Sem cor

Enterobacter spp., Klebsiella spp. Azul esverdeado para violeta
Proteus spp. Sem cor a acastanhado
Gram positivo Inibido

Veja 0o ANEXO 1: SUPORTE FOTOGRAFICO.

CONFIRMAGAO

No contexto da VALIDACAO NF, todos os resultados positivos devem ser confirmados com um
dos seguintes protocolos:

- Opcao 1: realizar testes classicos descritos nos métodos normalizados (incluindo a etapa de
purificagdo), partindo de uma colénia magenta isolada no Agar IRIS Salmonella®.

- Opcao 2: Executar o teste CONFIRM' Salmonella ou de Salmonella Latex (Oxoid) de uma
colénia magenta isolada.

- Opgao 3: Uso de qualquer outro método certificado NF VALIDATION de principio diferente.
O protocolo validado do segundo método devera ser respeitado como um todo, ou seja,
todas as etapas anteriores ao intermediario do qual a confirmagao deve ser comum aos dois
métodos. Os dois métodos validados (um usado na detecgao e outro na confirmacéo), deve,
portanto, ter um ndcleo comum.

Em caso de resultados discordantes, o laboratério deve assegurar por todos os meios
possiveis a veracidade dos resultados obtidos. E possivel, por exemplo, proceder com testes
bioquimicos ou sondas de DNA conforme descrito no padrdo NF EN ISO 7218.

CONTROLE DE QUALIDADE
Resultado de colénias tipicas apds 24 horas de incubagédo a 37°C no Agar IRIS Salmonella®:

Microrganismos Crescimento
Salmonella eyphimurium WDCM 00031 Bom, col6nias magentas
Salmonella enteritidis WDCM 00030 Bom, col6nias magentas
Enterobacter aerogenes WDCM 00175 Bom, col6nias azuis
Escherichia coli WDCM 0013 Parcialmente inibidas, colénias sem cor
Staphylococcus aureus WDCM 00034 Inibido
Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 Inibido

ARMAZENAMENTO / VALIDADE DE PRATELEIRA

Meio de Enriquecimento para Salmonella, Meio de Enriquecimento para Sal/monella
tamponado com dupla forca:

Meio desidratado: 2-30°C.

Meio pronto para uso em frascos ou bolsas flexiveis: 2-25°C.

Meio de Enriquecimento para Salmonella com Tween:
Meio pronto para uso em frascos ou bolsas flexiveis: 2-25°C.
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Suplemento IRIS Salmonella®
Suplemento liquido: 2-8°C.
Comprimidos: 2-8°C

Agar IRIS Salmonella®:
Meios pré-vazados em placas de Petri (d 90 mm): 2-8°C.

Agar IRIS Salmonella® desidratado: 2-8°C.

Meio preparado em placas (valor de referéncia*): 1 més a 2-8°C, protegido da luz.

(*) Valor de referéncia determinado sob condigcbes de preparagdo padrdo, seguindo as
instrucdes do fabricante.

CONFIRM' Salmonelia:
Kit: 2-8°C.

As datas de validade estao indicadas nas etiquetas.

APRESENTACAO

Meio de Enriquecimento para Sa/monella:

= FrasCo de 500 Q...cooevvriuieiiiiiie e ————————- BK194HA
= Balde A€ 5 Ku.uuiii it a e e e BK194GC
- Frascos 10 X 225 M. e BM13608
- SACOTlIEXIVEI 3 X S e BM13708
- SACOTIEXIVEI 2 X B Lunecceceeeeeeeeeee e BM14408

Meio de Enriquecimento para Salmonella + Tween® 80 (10 g / L):

= SACOTIEXIVEI B X B e BM16308
= SACOTIEXIVEI 2 X 5 Lo BM19808
= FrasCos 10 X 225ML.. .. BM21608

Meio de Enriquecimento de Sa/monella com concentragao dupla tamponada:

= FrasCo de 500 Q...cooevuriuiiiiiiiie e ——————— BK225HA
= Balde A€ 5 Kuuuuiiiiiiiiiiie et a e e e BK225CG
EI S - Too B {1 €AY/ 1A < T BM20008
= Frascos 10 X 225 ML.....oooiiiiieiicieeee et e e BM20108

Suplemento IRIS Sa/lmonella®:

= Frascos 10 X 50 ML.....oiiiiiiiiiiiii e BS07808
- 120 tabletes (QSP 225 ML) ... BS07708
- 120 tabletes (GSP 90 ML) BS09308

Agar IRIS Salmonella®:

= 20 placas (90 MM)....uiiiiieiiiie et e e st e e e e ebaeeeeeeaae BM16008
= 120 placas (F 90 MM)....uuiiiiiiiiiiiiee et e et e e e s eeeeeaes BM16108
= Frasco de 500 g....coooiiiiiii e BK212HA

Teste de aglutinagao de latex:
- CONFIRM Salmonella............ccccocouiiiiiiiiiiiiiiei e BT01108
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OUTRAS INFORMACOES

IRIS Salmonella ® é uma marca registrada da SOLABIA SA.
As informagbes fornecidas nos rétulos tém precedéncia sobre as formulagbes ou instrucdes

descritas neste documento e sdo suscetiveis de modificagdo a qualquer momento, sem aviso
prévio.

Caddigo do documento: IRIS SALMONELLA _Env6e
Data de criagéo: 02-2011

Atualizada: 11-2019

Origem da revisao: Renovagao

ANEXO 1: SUPORTE FOTOGRAFICO

Agar IRIS Salmonella®
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Deteccao de Salmonella

Crescimento obtido apés 24 horas de incubacio a 37°C

Salmonelia spp. b
obacter spp.

Col6nia caracteristica

Cor magenta pia nao caracteristica

zul
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