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Substrato para detecgdo quantitativa e qualitativa de coliformes totais e Escherichia coli

em amostras de agua.

ANVISA n° MS:
10097010149
Apresentagao:

510118 - AQUATESTE COLI ONPG/MUG CALDO CX 10FR
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1. INTRODUGAO

O grupo dos coliformes ¢é considerado um indicador de
contaminagdo fecal (poluicdo) da agua, assim, sua deteccdo na
amostra permite considerar esta como imprépria para consumo
humano. O grupo dos coliformes compreende os bacilos Gram
negativos, oxidase negativos, fermentadores da lactose com
producdo de gas a 37°C em até 48h. Este grupo compreende os
géneros Escherichia, Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella.

O Aquateste Coli detecta os coliformes totais através da atividade
da enzima B-galactosidase, envolvida no metabolismo fermentativo
da lactose. Esta enzima degrada o substrato ONPG (orto-nitrofenil-
galactopiranosideo), presente no Aquateste Coli, resultando em um
produto de coloragdo amarela.

A Escherichia coli é diferenciada dos demais coliformes pela
capacidade de produzir B-glicuronidase, esta enzima degrada o
substrato MUG (4-methyl-umbelipheril-b-D-glucuronide), presente
no Aquateste Coli, resultando no produto 4-metilumbeliferona, o qual
apresenta fluorescéncia quando em exposic¢ado a luz ultravioleta.

O Aquateste Coli é inoculado na amostra, a qual é incubada por 24h
a 35+2°C. Amostras de coliformes positivas sao detectadas
visualmente por desenvolvimento de cor amarela no meio de
cultura, e a presenga de Escherichia coli detectada pela observagéo
de fluorescéncia azul esverdeada submetida a exposicéo de luz UV.
A sensibilidade da metodologia para Escherichia coli é de 1
UFC/100mL de amostra. A especificidade para ndo-coliformes é 10°
UFC/100mL. Recomenda-se a utilizagdo da Escherichia coli ATCC
25922, considerada MUG-positiva, conforme Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 23rd Edition. A cepa E.
coli ATCC 8739, apresenta uma fraca fluorescéncia.

O Aquateste Coli € um meio de cultura apresentado em flaconetes
estéreis com quantidades individuais para uma amostra, contendo
sais, fontes de carbono e nitrogénio, indicadores e nutrientes
selecionados para detecgdo simultanea de coliformes totais e
Escherichia coli. O meio possui inibidores de crescimento para os
generos Pseudomonas e Aeromonas.

A Shigella spp também metaboliza o MUG pela presencga da enzima
B-glucuronidase, porém esta ndo cresce no meio, pelo baixo teor de
substancias nutrientes.

Para auxiliar na leitura dos resultados recomenda-se a utilizagéo do
Aquateste Coli comparador de cor que € uma referéncia liquida
colorida e fluorescente.

2. COMPOSIGAO

Formulagéo Concerlitragéol
Mistura cromogénica 0,69
Nutrientes 19,49

A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA
a- Tipos de amostras

www.laborclin.com.br

- Aguas de pogos, fontes, agua mineral, reservatérios, sistemas de
distribuicdo e determinagdo da eficiéncia operacional de uma
estacdo de tratamento de aguas e outras amostras de aguas.

- 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 ndo apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que ndo apresente os requisitos
minimos.

b- Procedimento de coleta

Proceder a amostragem de 100 mL de amostra em recipiente estéril
seguindo como descrito abaixo:

- Agua clorada: acrescentar 0,1 mL de solugdo de Tiossulfato de
Sodio a 10%;

- Agua in natura: acrescentar 0,2 mL de solugdo de EDTA 15%
objetivando quelar metais presentes na amostra que possam
interferir no desenvolvimento analitico.

OBS: Volumes acima de 100 mL de amostra adicionar a quantidade
das solugdes acima proporcionalmente ao volume coletado.
Procedimentos assépticos devem ser adotados para a realizacdo da
coleta.

c- Critérios de rejeigdo

Rejeitar as amostras que forem coletadas em frascos impréprios ou
que ndo estiverem devidamente identificadas (ponto, horario da
coleta etc.).

d- Armazenamento e estabilidade da amostra

As amostras devem ser coletadas em recipientes estéreis e
inoculadas o mais rapidamente possivel. Do contrario, manter em
geladeira (2-8°C) por até 24h.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Armazenamento e estabilidade

Este produto deve ser conservado em temperatura ambiente (9 a
25°C), em locais secos e ao abrigo da luz. Nestas condi¢des
mantém-se estavel até a validade expressa em rétulo, desde que a
embalagem esteja integra e que o produto esteja isento de
contaminagéo quimica e bioldgica. Devido a presenca de substratos
sensiveis, recomenda-se manter o produto protegido de incidéncia
direta de luz (natural ou artificial) e evitar grandes variagbes de
temperatura até a utilizagéo.

b- Precaugbes e cuidados especiais

- O produto 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,
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observando o uso de equipamentos de protegdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;

- Nao utilizar os flaconetes com sinais de contaminag&o, umidade ou
que os granulos nao estejam fluindo livremente;

- 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 Infecgdes 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 MARGCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nao
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Recipientes estéreis para coleta com 100 mL de capacidade;

- Frascos que ndo emitam fluorescéncia quando expostos a luz
ultra-violeta de 365 nm, com capacidade para 100 mL;

- Comparador de cor;

- Camara de Luz UV 365 nm.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

6.1 Prova qualitativa

a- Abrir o flaconete contendo o meio, acrescentar seu contetdo a
um frasco estéril contendo 100 mL de amostra em analise e agitar
suavemente até a homogeneizagédo do meio;

b- Incubar em estufa a 35+2°C durante 24h.

c- Amostras permanecendo inalterada e sem turvagdo indica
auséncia de crescimento e sdo consideradas negativas para a
presenca de coliformes totais e Escherichia col,

d- As amostras coliformes positivas sdo detectadas visualmente por
desenvolvimento de cor amarela no meio de cultura, sendo a
presengca de Escherichia coli detectada pela observagcao de
fluorescéncia azul esverdeada submetida a exposigdo de luz UV
com comprimento de onda de 365 nm, em ambiente escuro;

NOTA: Utilizar frascos que ndo emitam fluorescéncia (ex. frascos de
vidro).

e- Em caso de duvidas, durante a leitura de coliformes e E. col,
utilizar o comparador de cor da Laborclin (AQUATESTE COLI-
COMPARADOR DE COR).

6.2 Prova quantitativa

a- Abrir o flaconete contendo o meio, acrescentar seu conteudo a
um frasco estéril contendo 100 mL de amostra em analise e agitar
suavemente até a homogeneizagédo do meio;

b- Transferir aliquotas iguais de 20 mL para 5 tubos estéreis (que
ndo emitam fluorescéncia);

c- Incubar em estufa a 35+2°C durante 24h.

d- Amostras permanecendo inalterada e sem turvagdo indica
auséncia de crescimento e sdo consideradas negativas para a
presenca de coliformes totais e Escherichia coli;

e- As amostras coliformes positivas sao detectadas visualmente por
desenvolvimento de cor amarela no meio de cultura, sendo a
presenca de Escherichia coli detectada pela observacdo de
fluorescéncia azul esverdeada submetida a exposicdo de luz UV
com comprimento de onda de 365 nm, em ambiente escuro;

f- Proceder a contagem com base no numero de tubos positivos
usando a tabela abaixo;

g- Em caso de duvidas, durante a leitura de coliformes e E. coll,
utilizar o comparador de cor da Laborclin (AQUATESTE COLI-
COMPARADOR DE COR).

NOTA: Ao se fazer a prova qualitativa ndo possibilita a quantificagcao
dos microrganismos presentes. Com isso, se deve optar pela prova
quantitativa previamente.

-TABELA NMP
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Tubos Positivos NMP/100mL
0 <11
1 11
2 2,6
3 4,6
4 8
5 >8

7. RESULTADOS
7.1 Relatorio

- N&o houve crescimento:

a- Prova qualitativa:

Auséncia de coliformes totais/ 100mL
Auséncia de E. colil 100mL

b- Prova quantitativa:
Coliformes: <1,1NMP/ 100mL
E. coli: <1,ANMP/ 100mL

- Havendo crescimento:

a- Prova qualitativa:

Presenga de coliformes totais/100 mL
Presenga de E. colil 100 mL

b- Prova quantitativa:
Coliformes: (indicar contagem conforme tabela) NMP/ 100mL
E. coli. (indicar contagem conforme tabela) NMP/ 100mL

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:

- Amostras suspeitas de alto grau de contaminagdo, devem ser
diluidas, 1:2 até 1:1.000 com agua destilada estéril.

- Tempo longo entre a coleta da amostra e analise. Ao utilizar
amostras coletadas 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.

- Incubagéo em temperatura inadequada.

- Utilizagdo de amostras transportadas inadequadamente.

- Interpretagédo equivocada de resultados.

- Técnica de assepsia inadequada.

- Utilizagdo de material vencido, contaminado ou em condigdes
inadequadas.

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

- Utilizagdo de meios de cultura com aparéncia alterada.

- A nao utilizagdo de lampadas apropriadas pode ocasionar falsos
resultados negativos ou positivos.

- Erro na conservagéo do produto pode ocasionar umedecimento do
meio e alteragao das propriedades dos componentes.

- Apds abertas as embalagens, os componentes tornam-se
suscetiveis a contamina¢des quimicas ou microbianas que podem
inviabilizar sua utilizagao.

- Manter os pacotes sempre fechados de maneira a evitar
alteragdes nos componentes.

- Os reagentes se destinam ao uso in vitro, ndo devendo ser
ingeridos ou entrar em contato com a pele e mucosas;

- Erro na conservagao dos reagentes.

- Deve-se evitar o uso de materiais que possam contaminar os
reagentes, tais como frascos para a reagao.

- N&o averiguar a sensibilidade do método.

- N&o utilizar a proporcao amostra reagente sugerida na técnica.

- Utilizar frascos que emitem fluorescéncia.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

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

LABORCLIN
uma empresa Solabia Group
~—

02




AQUATESTE COLI

- Controle de qualidade recomendado:

Cepas Resultado esperado

crescimento bom,
Produtividade qualitativa Inéculo 10-100 UFC/ com viragem para cor

E. coli o amarela e
ATCC 25922 35,042°C/ 24h fluorescente sob luz
uv

crescimento bom,
com viragem para cor
amarela e ndo
fluorescente sob luz
uv

Produtividade qualitativa
E. cloacae
ATCC 13047

Inéculo 10-100 UFC/
35,0+2°C/ 24h

Seletividade qualitativa
E. faecalis
ATCC 29212

Inéculo = 1.000.000 Inibicdo
UFC / 35,042°C/ 24h ¢

Seletividade qualitativa
A. hydrophila
ATCC 7966

Inéculo = 1.000.000 Inibicgo
UFC / 35,042°C/ 24h ¢

Seletividade qualitativa -
P, aeruginosa
ATCC 27853

Inéculo = 1.000.000 Inibicso
UFC / 35,042°C/ 24h ¢

Granulos beges a amarelados, fluindo

Meio nao inoculado ;
livremente.

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

- Andlise dos resultados

As cepas inoculadas no material devem apresentar caracteristicas
de crescimento esperados. Caso se constate algum problema ou
diferenga, os resultados de amostras clinicas 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 que o usudrio conhega e siga rigorosamente o presente
procedimento técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigbes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condi¢des de uso, manutengéo 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 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 serao resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

n E F Codigo do produto oT

Numero de lote

L |
Numero de série Fabricante
SN anall

Consultar instrucoes para utilizacao Validade

Nao utilizar se a embalagem estiver - m Representante autorizado na
EC

danificada Comunidade Europeia

- Produt id
Temperatura de armazenagem (limite IvD ro. 3 o,pa.ra sgu .e para
diagnéstico in vitro.
de temperatura)

Quantidade suficiente para <n> . . .
. Fragil, manusear com cuidado
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas 5TEFIILaEn_ Esterilizacao utilizando éxido de

assépticas de processamento

etileno
e . . L Esterilizado utilizando vapor ou
TEFll-E Esterilizacao utilizando irradiacao STERILE| , calor seco P

"')\ Risco biolégico Cuidado. Importante consultar
‘\IJ

instrucoes de uso.

| CONTROL Controle |':°“T“°'-] ‘:

Controle Negativo

EDﬁTﬁDI;] ' Controle Positivo I g Manter seco

Manter afastado da luz solar e longe
=

Somente para avaliacio de
do calor

desempenho
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® Nao utilizar @ Nao reesterilizar

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