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Meio de cultura estéril para cultivo e contagem de Pseudomonas aeruginosa em agua,

através da técnica de membrana filtrante.

Registro ANVISA:
10097010149

Apresentacéao:
540174 - M-PAC-AGAR-PSEUDOMONAS-10mL-PL60X10-10PL

1. INTRODUCAO

Muitos dos meios utilizados para a recuperagcdo da Pseudomonas
aeruginosa pela técnica de membrana filtrante nado tinha
especificidade e era de valor limitado quando a flora microbiana
heterogénea estava presente na amostra de agua. Entdo Levin e
Cabelli desenvolveram o M-PA Agar como um meio para filtragao
por membrana filtrante, seletivo para P. aeruginosa. Essa
formulagdo incorporou  antimicrobianos, canamicina, &cido
nalidixico, sulfapiridina e cicloheximida, que tornam o meio
moderadamente seletivo. Novamente a formulac@o original foi
modificada, elevando o pH e alterando a formulagdo e concentragéo
de alguns componentes. O meio resultante foi designado M-PA-B
Agar. Brodsky e Ciebin modificaram esse meio, eliminando
sulfapiridina e cicloheximida e produziram entdo o Agar M-PAC.
Pseudomonas podem ser encontradas na agua (doce, salobra ou do
mar), no solo, na poeira em suspensdo, no ar e nos vegetais. Varias
espécies de Pseudomonas tém sido isoladas em &gua mineral,
incluindo P. mandelii, P. migulae, P. rhodesiae e P. veronii, mas a
principal preocupagdo é a presenca de P. aeruginosa, por ser a
mais comum como patdégeno oportunista para humanos.

Na andlise de agua, a legislacéo brasileira s6 estabelece padréo
para P. aeruginosa em &agua mineral e a4gua natural engarrafada
(Resolu¢cdo RDC 275/2005), ndo sendo comum a contagem de
Pseudomonas spp em outros tipos de agua de consumo humano.
Para a contagem de P. aeruginosa, utiliza-se a técnica de
membrana filtrante (UFC/100mL). O método da filtragdo por
membrana tem as vantagens de ser mais simples de executar, ndo
exigindo a confirmacéo e permitindo uma contagem direta de P.
aeruginosa. O procedimento de filtragdo em membrana é limitado a
andlise de amostras liquidas limpidas, sem sélidos em suspenséo,
que possam ser filtradas através de uma membrana de poro
0,45um. Sua principal vantagem é que permite a inoculagdo de
maiores volumes da amostra, concentrando na membrana os
microrganismos presentes na quantidade inoculada. O limite de
deteccdo é de 1 UFC por volume inoculado, sendo indicado para
amostras com contagens abaixo do limite de detec¢do de outros
procedimentos. Porém, a area de exposicdo para O
desenvolvimento bacteriano é pequena, sendo necessario, em
muitos casos, a diluicdo do material para que as Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) consigam ser quantificadas nos
casos em que houver uma contaminacao elevada.

A quantificagdo é feita pelo método de contagem em placas,
utilizando o m-Pac como meio de cultivo. A composi¢cdo do meio
favorece o0 desenvolvimento microbiano da Pseudomonas
aeruginosa eliminando os interferentes. O extrato de leveduras, a
lisina e os carboidratos provéem os microrganismos de nitrogénio,
fonte de energia e vitaminas para o seu metabolismo. O cloreto de
sédio mantém o equilibrio osmético, os sais provéem de ions, o
vermelho fenol é utilizado como indicador que muda para amarelo
com a producdo de é&cido resultante da fermentacdo dos
carboidratos, a canamicina inibe a sintese da proteina em
microrganismos gram positivos, e o &cido nalidixico bloqueia o
crescimento de gram negativos.

2. COMPOSICAO

Formulagao Concentragao/L
Extrato de Levedura 2,09
L-Lisina HCI 5,09
Cloreto de s6dio 5,09
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Xilose 1,25¢g
Lactose 1,259
Vermelho de Fenol 0,089
Citrato Férrico Amoniacal 0,89
Tiossulfato de sédio 5,09
Sulfato de Magnésio 1,59
Canamicina 0,008g
Acido Nalidixico 0,037g
Agua deionizada 1L

pH 7,1% 0,2 a 25°C |

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 amostras podem ser inoculadas no m-PAC, como
aguas de pocos, agua de fonte, 4gua mineral, reservatoérios, sistema
de distribuicédo, agua de piscina, entre outras.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservacao 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 n&o apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que ndo apresente 0s requisitos
minimos.

4. INFORMAC@ES 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, condices em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rétulo,
desde que isento de contaminacéo 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 é gelatinoso e sua composi¢ao
pode apresentar até 80% de &agua, ao sofrer variagbes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensacéo, de pouco a muita, acumulando agua na placa.
Recomenda-se guardar as placas com os meios de cultura virados
para cima e, quando necessario, desprezar a dgua acumulada e
deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizacéo.

Conforme descrito em literatura, o laboratério deve retirar da
refrigeracdo 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 utilizacdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubagdo em estufa (+37°C) para
reducdo do tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do
processo de refrigeracao/estabilizacdo ndo € 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 é&gua acumulada por condensacdo, ocasionada por alguma
variagdo de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.
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Devido a presenga de substratos sensiveis, recomenda-se manter o
produto protegido de incidéncia direta de luz (natural ou artificial) e
evitar grandes variag6es de temperatura até a utilizagdo.

b- Precaug@es e cuidados especiais

- Produto destinado apenas para o0 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 contaminacao, ressecamento ou
com alteragbes de cor ou espessura;

- N&o 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 Infeccdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 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 MARCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de salde.

5. MATERIAL NECESSARIO (porém nao fornecido)

- Estufa bacteriolégica;

- Proveta de 100 ou 250 mL estéril, para medicdo de volumes de
amostra;

- Pinca para transferéncia das membranas, mergulhadas em etanol;
- Conjunto de filtragao previamente esterilizado;

- Bomba de vécuo;

- Membranas de 47mm de diametro, porosidade de 0,45um,
brancas e quadriculadas, estéreis;

- Bico de Bunsen.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Retirar o pacote da geladeira, e em ambiente asséptico, separar
as placas a serem usadas, devolvendo a seguir as néo utilizadas;

b- Colocar as placas em estufa bacteriolégica a 37°C pelo tempo
necessario para adquirirem esta temperatura;

c- Filtrar volume apropriado (100mL) de amostra em membrana
esteéril;

d- Retirar a membrana e transferir para a placa de petri contendo o
agar m-PAC, evitando deixar bolhas entre a membrana e a
superficie do agar;

e- Incubar as placas invertidas em estufa a 41,5°C+0,5°C por 72
horas.

Nota: A filtracdo de 100mL da amostra é o procedimento padrdo
para andlise de agua mineral ou potavel, na qual espera-se
auséncia do grupo pesquisado, sendo esse 0 volume minimo
exigido pela legislagao brasileira.

7. RESULTADOS

a- Proceda a contagem das col6nias que possuem de 0,8 a 2,2mm
de diametro e aparéncia achatada, com centro negro acastanhado a
esverdeado.

b- Expressar o resultado em UFC/100mL.

8. LIMITAGOES DO METODO
(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 36/2015)
Os resultados falsamente positivos ou negativos podem ocorrer,

com maior frequéncia, nas seguintes situagdes:

- Os microrganismos a serem submetidos as andlises por esta
técnica podem sofrer danos devido a pressédo existente no processo
de filtrag&o.

- Deve-se colocar a membrana totalmente em contato com o meio
de cultura, evitando a formacgéo de bolhas para que o crescimento
bacteriano ocorra da forma uniforme e sem falhas sobre a
membrana.
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- Deve-se atentar ao analisar o resultado do crescimento bacteriano
sobre as membranas, onde as mesmas devem ser avaliadas
através de luz refletida com as placas inclinadas em um angulo de
aproximadamente 45° contra o fundo branco da membrana.

- Tempo longo entre a semeadura da amostra e analise. Ao utilizar
coldénias isoladas em um periodo superior a 24 horas, o
metabolismo bacteriano pode ficar comprometido e a leitura de

alguns pardmetros podem consequentemente ficar defasados ou
até mesmo ndo ocorrer. Em coldnias recentes (inferior ao periodo
de 18 horas) ndo se encontram com o metabolismo bem definido, e
algumas provas podem ndo ocorrer.

- Incubag&o em temperatura inadequada.

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

- Interpretacéo equivocada de resultados.

- Técnica de assepsia inadequada.

- Tempo excessivo ou insuficiente de incubag&o. 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.

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

- Utiliza¢&@o de meios de cultura com aparéncia alterada.

- N&o aguardar para que os materiais atinjam a temperatura
ambiente no momento do uso.

- Erro na conservagéo do produto pode ocasionar desidratacdo do
meio e alteragéo das propriedades dos componentes.

9. CONTROLE DA QUALIDADE
- Materiais necessarios
Cepas padrdo: ATCC® (American Type Culture Collection) ou

derivadas).
- Controle de qualidade recomendado:
Parametros Resultado esperado
PR>0,5 — Contagem obtida
Produtividade quantitativa - ‘?’2 A?/gg%iriziago;ocign?:o Incubagéo
P. aeruginosa ATCC 27853 40-42°C 48h
negro acastanhado a
esverdeado.
Seletividade qualitativa InibicAo total Incubacéo
E. coli ATCC 25922 < 40-42°C 48h

Meio vermelho alaranjado a vermelho réseo,
limpido a ligeiramente opalescente. Podendo
apresentar precipitados que nao
comprometem a performance do produto.

Meio néo inoculado

- Periodicidade
Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade estabelecida
pelo préprio laboratorio.

- Andlise dos resultados

As cepas padrao inoculadas no material devem apresentar
caracteristicas de crescimento esperado. Caso se constate algum
problema referente a ndo recuperagdo 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 - Coédigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necesséario que:

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

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condicdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condi¢des de uso, manutencéo e limpeza.

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 dividas ou
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quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servico 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 énus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Codigo do produto

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagao

Temperatura de armazenagem
(limite de temperatura)

N3o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagdo utilizando irradiagdo

Risco biologico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

ERILE|

[LoT]
sl
s

[ivD]

§
v,

TERILEEO

-
-

Numero de lote

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagndstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagdo utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou
calor seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliagdo de
desempenho

N3ao reesterilizar

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