AGAR MAC CONKEY

Finalidade:

LABORCLIN
uma empresa Solabia Group
—

O &agar MacConkey € um meio diferencial seletivo utilizado para o isolamento e
diferenciacdo de enterobactérias e uma variedade de outros bastonetes gram-negativos
provenientes de amostras clinicas. Neste meio se pode diferenciar bactérias
fermentadoras da lactose, através da formagdo de coldnias roseas, das bactérias ndo

fermentadoras da lactose, com formacao de colbnias incolores.

Registro ANVISA:
10097010134

Apresentacédo:

540147 - MAC CONKEY-AGAR-20mL-PL 90X15-PC 10PL
540196 - MAC CONKEY-AGAR-2X10mL-BIPLACA-10PL
530106 - MAC CONKEY-AGAR-FR 100mL

1. INTRODUGAO

Atualmente, encontram-se disponiveis muitos meios de cultura para
o isolamento, cultura e identificacdo de enterobactérias e
microrganismos nédo fermentadores. Um dos primeiros meios com
esta capacidade, e ainda com excelente desempenho, a ser
desenvolvido foi de autoria de MacConkey, tendo sido publicado em
1900 e 1905. Esta formulagéo foi concebida sabendo-se que os sais
biliares sdo precipitados por acidos e que determinados
microrganismos entéricos fermentam a lactose ao passo que outros
ndo tém esta capacidade. Mais tarde, este meio foi modificado
vérias vezes.

Este meio é recomendado para utilizagdo com amostras clinicas
com probabilidade de conter microbiota mista como, por exemplo, a
urina, fezes, vias respiratdrias, feridas, secrecdes e outras fontes,
por permitir um agrupamento preliminar de bactérias entéricas e
outras  bactérias gram-negativas  fermentadoras e ndo
fermentadoras da lactose, com o objetivo de isolar bactérias gram-
negativas.

Bactérias gram-negativas geralmente se desenvolvem bem neste
meio e se diferenciam por sua habilidade em fermentar lactose.
Linhagens fermentadoras de lactose crescem como coldnias
vermelhas ou rosadas e podem ser circundadas por uma area de
precipitacdo acida de bile. O vermelho é devido a produgéo de acido
pela degradacdo da lactose, absor¢do do vermelho neutro e uma
subsequente mudanca na coloragdo quando o pH do meio cai
abaixo de 6,8. Linhagens nado-fermentadoras de lactose, como
Shigella spp. e Salmonella spp., s&@o incolores, transparentes e
tipicamente n&o alteram a aparéncia do meio.

2. COMPOSICAO

Formulagéo Concentragdo/L
Hidrolisado pancreético de gelatina 17.0
Hidrolisado péptico de tecido animal 15
Hidrolisado pancreético de caseina 15
Lactose 10.0

Sais Biliares 15
Cloreto de sédio 5.0

Agar Base 15.0
Cristal violeta 0.001
Agua deionizada 1L

pH 7,1 +0,2 a 25°C

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

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Podem ser utilizadas amostras clinicas como: urina, fezes,
secregdes e outros fluidos corpéreos, materiais biolégicos diversos,
amostras ambientais ou quaisquer outras amostras passiveis de
conter os microrganismos com capacidade de se desenvolver neste
produto.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservacao das amostras, conforme sua politica da qualidade.
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- 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. INFORMACC)ES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

A diferenciacéo de bacilos gram negativos fermentadores de lactose
ocorre pela liberagdo de ions H+ no meio, que diminui o pH,
alterando a cor do indicador para rosa, portamo as col6nias lacotose
positiva se mostram com coloragdo rosa e as coldnias lactose
negativa incolores. A presenca do cristal violeta e de sais biliares
inibem o crescimento dos cocos gram positivos, bem como a
formagéao do swarming das espécies de Proteus.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério, os frascos devem ser
armazenados em temperatura de 9 a 25°C e as placas de 2 a 8°C,
condi¢cBes em que os produtos se mantém estaveis até a data de
vencimento expressa em rotulo, desde que isentos de contaminagéo
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¢do
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagbes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensacdo, 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 agua acumulada e
deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizacéo.

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 utilizacdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubacdo em estufa (x 37°C) para
reducdo do tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do
processo de refrigeracdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a
constante troca de temperatura pode levar a desidratacdo do meio,
expor o produto a contaminagdes ou gerar um acumulo de agua
excessivo.

A é&gua acumulada por condensacdo, ocasionada por alguma
variacdo de temperatura, n&o influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

Devido a presenca 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.

c- Precaugfes e cuidados especiais
- O produto destinado apenas para o uso diagnostico in vitro;
- Uso restrito por profissionais;
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- 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 contaminag&o, ressecamento ou
com alteracBes 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 “Protecéo de
Trabalhadores de Laboratério e Infeccdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para o manuseio seguro;

- O procedimento de descarte do produto se baseia na RDC 222
(ANVISA) de 28 de margco de 2018, que regulamenta as boas
praticas de gerenciamento dos residuos de servigos de saude.

- Antes de descartar o material usado, autoclavar a 121°C por 20
minutos. Para acondicionamento do material a ser autoclavado,
recomendamos o uso dos sacos para autoclavagao - Detrilab.

- Contate o servico de vigilancia sanitaria de sua regido para
garantir o cumprimento correto da legislacdo de descarte de
produtos potencialmente contaminantes.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Algas bacterioldgicas;

- Bico de Bunsen;

- Placas de Petri estéreis (para uso com o frasco de 100 mL);

- Banho-Maria (para uso com o frasco de 100 mL).

6. PROCEDIMENTO TECNICO

Placas prontas para uso:

a- Retirar o pacote da refrigeragdo e, em ambiente asséptico,
separar as placas a serem usadas, devolvendo o restante ao
refrigerador;

b- Colocar as placas em estufa bacterioldgica entre 35-37°C pelo
tempo necessario para adquirirem esta temperatura, ou deixar
estabilizar/secar em temperatura ambiente;

c- Usando procedimentos adequados, proceder a inoculagdo do
material diretamente na superficie do meio;

d- Incubar o material em estufa bacteriolégica entre 35-37°C por 18-
24h;

e- Apds a incubagdo, avaliar o padrao de crescimento, aspectos
morfologicos e a fermentagéo ou nédo da lactose;

f- Devido a exigéncias especiais, alguns microrganismos podem
necessitar de um periodo maior de incubagdo, se ndo ocorrer o
crescimento nas primeiras 24 horas, ou caso 0 crescimento
apresentado ndo seja o suficiente, incubar o material em estufa
bacteriologica entre 35-37°C, por mais18-24h;

g- Apb6s o total desenvolvimento das colbnias, proceder com o0s
processos de identificagcdo conforme estabelecido em seu
laboratorio;

h- A avaliacdo microscépica de coloragcdes de Gram da amostra e,
se necessario, da colbnia analisada pode elucidar dividas e
oferecer um melhor direcionamento para o processo de
identificacéo.

Meio em frascos com 100 mL:

a- Levar o frasco ao banho-maria fervente até obter a liqguefacdo do
meio (sem ferver o meio);

b- Distribuir de forma asséptica todo o contetdo do frasco nas
placas de Petri estéreis (20 mL por placa 90x15 mm diametro);

c- Submeter as placas ao controle de esterilidade e qualidade;

d- As placas apés preparadas terdo sua validade estabelecida pelo
usuario, e podem ser usadas conforme procedimento descrito no
item “Placas prontas para uso”.

7. RESULTADOS

Relatério

- N&o houve crescimento:

“Auséncia de crescimento microbiano na amostra analisada apoés
24/48h de incubagéo a 35°C”;

- Havendo crescimento:

“Nome do microrganismo (indicar bactéria identificada)

Contagem de col6nias (indicar resultado) UFC/mL*. (apenas quando
aplicavel).
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Morfologias tipicas das coldnias em agar MacConkey:

Microrganismo Caracteristicas

Colbnias cor-de-rosa a vermelhas (podem
estar cercadas por uma zona de
precipitacdo biliar), dimensdo média a
grande.

Escherichia coli

Enterobacter spp., Col6nias mucdéide, cor-de-rosa, dimensao
Klebsiella spp. grande.

Proteus ssp., Colodnias incolores, de dimens&o grande.
Morganella spp., Providencia A proliferacdo em torno das colbnias
spp. isoladas é inibida (swarming).

Coldnias incolores. Cor do meio: cor-de-
laranja a ambar, devido a reducéo de pH
no meio. Dimensdo média a grande.

Salmonella spp.,
Shigella spp.

Colénias irregulares, incolores a cor-de-

Pseudomonas spp. - 2 "
pp rosa, dimenséo variavel.

Cocos gram positivos Inibicdo parcial a total.

Fungos e Leveduras Inibicdo parcial a total.

Os bacilos gram negativos séo identificados inicialmente com base
na fermentacdo ou ndo da glicose. Na rotina laboratorial a
diferenciacéo inicial pode utilizar caracteristicas da colonia para
deciséo do processo de identificacdo, juntamente com o teste de
oxidase. A utilizacdo do Sistema Bactray, kit de Enterobactérias ou
provas bioquimicas (TSI, LIA, SIM, MIO, entre outras) é necessaria
para a concluséo da identificagdo do microrganismo.

8. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

- A utilizagdo de corantes na formulagdo pode acarretar leve foto
sensibilidade, recomenda-se proteger o produto da incidéncia direta
da luz.

- Meios de cultura apresentam grande quantidade de dgua em sua
formulacdo, deste modo, variacbes de temperatura devem
ocasionar a condensacéo e, consequentemente, o acimulo de agua
na placa. O cuidado com o acondicionamento e exposi¢do do meio
a estas variacbes de temperatura sdo fundamentais para a
manutencao da qualidade do produto.

- Algumas variagbes de coloragdo na coldnia, morfologia ou
tamanho podem ocorrer, devido a caracteristicas Unicas da cepa
analisada.

- A presenca de mais de uma variante genética intrinseca a cepa
analisada, pode interferir nas caracteristicas de crescimento. E
possivel que caracteristicas Unicas ou mutadas da cepa possam
interferir no desempenho do meio de cultura afetando ou retardando
o total desenvolvimento das colénias.

- In6culos com excesso de carga bacteriana podem interferir na
avaliacdo de resultados.

- A presenca de mais de um microrganismo na amostra pode
ocasionar sobreposicdo de coldnias na superficie do meio de
cultura, dificultando sua identificagdo, para estes casos, recomenda-
se o reisolamento das coldnias diferentes, mantendo a contagem da
placa inicial.

- Para assegurar a qualidade do desenvolvimento das coldnias de
enterobactérias neste meio de cultura, os volumes de inibidores sé&o
controlados, o que pode ocasionar, embora muito raramente, o
crescimento de estirpes de enterococos ou de estafilococos. Estas
cepas, normalmente, apresentam caracteristicas mutadas e
resisténcia aumentada a agdo de sais biliares e cristal violeta. Para
estes casos, sugere-se 0 reisolamento das coldnias em meios
nutritivos.

- A qualidade dos resultados de andlises microbiologicas é
intimamente ligada a qualidade da amostra, as melhores praticas
pré-analiticas, como cuidados extremos com a assepsia do
processo ou paciente, garantem um melhor resultado.

- Alguns microrganismos fastidiosos, gram-negativos ou ndo, ndo
apresentam crescimento neste meio de cultura (Neisseria
gonorrhoeae, Mycobacterium spp., Legionella spp., Bordetella spp.
por exemplo). Para a recuperagdo destas espécies, utilizar meios de
cultura apropriados.

- Embora as caracteristicas das col6nias sugiram a possibilidade de
serem realizados alguns testes de diagndstico diretamente neste
meio de cultura, é indispensavel a realizagcdo de testes bioquimicos
para uma completa identificacdo e, se indicado, a realizagdo de
testes imunolégicos usando culturas puras. Consultar a bibliografia
apropriada para mais informacgdes.
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- Os resultados falso—negativos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagées:
e  Técnica de coleta inadequada
Incubacdo em temperatura inadequada
Uso de antimicrobiano prévio
Utilizagao de alca flambada néo resfriada
Tempo de incubacao insuficiente
Infeccéo cronica (infeccéo pouco ativa)
Armazenamento ou transporte de amostra inadequado
Agentes etiolégicos exigentes com relagdo aos meios de
cultura
e Necessidade de meios especiais para o crescimento de
um agente infeccioso especifico

- Os resultados falso—positivos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagoes:
e  Técnica de assepsia inadequada
Erro na conservagdo do material
Tempo longo entre a coleta e andlise
Tempo excessivo de incubacao
Interpretacao equivocada de coldnias ndo patogénicas
Utilizagdo de material vencido, contaminado ou em
condi¢bes inadequadas
. Contaminacdo cruzada por uso de acessoérios nao
esterilizados corretamente ou ambiente ndo asséptico

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado:
Cepas Resultado esperado
Escherichia coli Crescimento bom — Lactose

ATCC 25922 positiva

Proteus mirabilis Crescimento bom — Lactose
ATCC 25933 negativa

Staphylococcus aureus I

ATCC 25923 Inibi¢&o total

Meio sélido, levemente opaco,
com coloragdo salmdo a
avermelhada, podendo
apresentar pequenos
precipitados.

Meio néo inoculado

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

- Anadlise dos resultados

As cepas inoculadas no material devem apresentar caracteristicas
de crescimento esperados. Caso se constate algum problema ou
diferenca, os resultados de amostras clinicas ndo devem ser
liberados até que as causas tenham sido apuradas devidamente e
os problemas constatados sanados.

- Este produto apresenta sensibilidade e especificidade = 99,6%
frente aos principais microrganismos néo fastidiosos.

Sensibilidade %
(Intervalo de
confianca de 95%)

Especificidade %
(Intervalo de
confianca de 95%)

Microrganismo

411/4411 100,0%
(99,6 — 100%)

485/485 100,0%

Escherichia coli (99,8 — 100%)

304/304 100,0% 701/701 100% (98,2

Proteus mirabilis (99,3 — 100%) — 100%)

212/213 99,6% (97,9 307/307 100%

Klebsiella pneumoniae — 99.9%) (9.1 — 100%)

10. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Cadigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:
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- O usuario conhega e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigcdes
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
calendéario 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
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 serdo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cédigo do produto

Numero de série

Consultar instrucdes para utilizagdo

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Na&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizag&o utilizando irradiagao

Risco bioldgico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

LoT]

sl
s

[ivD]

8
v

Ndmero de lote

Fabricante

Validade

Produto para salde para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugGes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliacéo de
desempenho

N&o reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edi¢éo (24.08.2022)
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