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Meio cromogénico que detecta simultaneamente coliformes totais e E. coli, permite a
identificagdo presuntiva e enumeracéo destes microrganismos em agua potavel e bebidas

ndo alcodlicas, conforme as exigéncias ISO.

Registro ANVISA:

Nao Aplicavel

Apresentagao:

540213 - M-ECC-AGAR-COLIF/EC-10mL-PL 60X10 - 10PL

1. INTRODUGAO

O m-ECC Agar é um meio de cultura cromogénico seletivo e
diferencial, desenvolvido para uso em laboratérios de microbiologia
em analise de aguas e bebidas de baixa flora microbiana, pela
técnica de filtragdo. Dentro de 24 horas, este meio permite a
detecgéo, diferenciagéo e contagem de E. coli e coliformes totais. O
procedimento de filtragdo em membrana é limitado a analise de
amostras liquidas limpidas, sem soélidos em suspenséo, que possam
ser filtradas através de uma membrana de porosidade 0,45um. A
técnica baseia-se na filtragdo de volumes adequados de agua,
mediante pressao negativa (vacuo). Essas bactérias, apresentando
dimensdes maiores que o poro da membrana, ficardo retidas em
sua superficie, a qual sera entdo transferida para uma placa de
Petri, contendo o meio de cultura seletivo e diferencial m-ECC Agar.
Por capilaridade, o meio se difundira para a membrana, entrando
em contato com as bactérias, que apds o periodo de incubagao
desenvolverdo colbnias com caracteristicas tipicas. 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 detecgdo dos outros procedimentos. Porém, a
area de exposicdo para o desenvolvimento bacteriano é pequena,
sendo necessaria, em muitos casos, a diluicdo do material para que
as Unidades Formadoras de Colénia (UFC) consigam ser
quantificadas nos casos em que houver uma contaminagao elevada.
A quantificagdo é feita pelo método de contagem em placas,
utilizando o M-ECC como meio de cultivo. E uma formulagdo com
peptonas adicionadas ao piruvato, sorbitol e tampdo fosfato
garantem um crescimento rapido das col6nias. O Tergitol® 7, age
como um inibidor de bactérias Gram positivas, e ndo tem nenhum
efeito negativo sobre o crescimento de coliformes e E. coli A
combinagdo de dois substratos cromogénicos permitem a
simultdnea detecgdo de coliformes totais e E. coli A enzima
caracteristica para coliformes é a R-D-galactosidase que cliva o
substrato Salmon-GAL resultando na coloragéo résea a vermelha
das coldnias de coliformes. O substrato X-glucuronide é usado para
a identificacdo da R-D-glucuronidase que é caracteristico de E. coli.
A E.coli cliva ambos os substratos Salmon-GAL e X-glucuronide, de
modo que colbnias positivas assumem uma cor azul escuro para
violeta. Estes s&o facilmente distinguidos das outras colénias de
coliformes que tem cor résea a vermelha. A inclusdo de triptofano
melhora a reagdo do indol, aumentando desse modo a
confiabilidade da detecgdo quando é usada em combinagdo com a
reacdo Salmon-GAL e X-glucuronida, como parte de uma
confirmacgéao adicional para E. coli.

2. COMPOSICAO

F = Concentragéo/
ormulagao L
Peptona 1,0g

Extrato de levedura 2,09

Cloreto de sodio 5,09
Di-hidrogenofosfato de sédio 2,29

Fosfato de hidrogénio di-s6dio 2,79
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Piruvato de Sédio 1,09
Sorbitol 1,0g
Triptofano 1,09
Tergitol® 0,159
6-cloro-3-indoxil-beta-Dgalactopyranoside 029
(Salmon-GAL) ’
i:':-k_)romo-4-cloro-3-indoxil-beta-D-gIucoronico 019
acido ’
Isopropil-beta-Dthiogalactopyranoside 0,1g
Agar 9,0-18,0g
Agua deionizada 1L

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 inoculados no m-ECC, como
agua potavel, agua mineral, agua de piscina submetida a tratamento
bactericida, agua de sistema de distribuicdo, refrigerantes, outros
produtos liquidos e produtos sélidos que possam ser transformados
numa solugéo limpida, como sal e agucar, por exemplo.

- 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 andlises, microrganismos com
necessidades especiais (suplementos especificos ou ambiente
controlados) podem ndo apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que nado apresente os requisitos
minimos.

4. INFORMAGOES 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, condicdes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rétulo,
desde que isento de contaminagdo 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 & gelatinoso e sua composi¢éo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagdes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensagdo, 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
utilizagao.

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 utilizagdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubagdo em estufa (+37°C) para
reducdo do tempo de secagem ou estabilizagcdo. A repeticdo do
processo de refrigeragdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a
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constante troca de temperatura pode levar a desidratagdo do meio,
expor o produto a contaminagdes ou gerar um acumulo de agua
excessivo.

A agua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagao de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

Devido a presenga 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.

b- Precaugdes e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagnéstico 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 protegdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;

- N&o utilizar placas com sinais de contaminag&o, ressecamento ou
com alteragdes de cor ou espessura;

- 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 “Prote¢do de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgbes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para o 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 saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nio
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

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

- Pinga para transferéncia das membranas, mergulhadas em etanol;
- Conjunto de filtragéo previamente esterilizado;

- Bomba de vacuo;

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

- Alga bacteriologica;

- 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 nao utilizadas;

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

c- Filtrar volume apropriado (100 mL ou outro volume adequado,
conforme método seguido pelo laboratério) de amostra em
membrana estéril;

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

e- Incubar o material em estufa bacteriologica a 36+2°C por 21-24h.
Nota 1: A filtragdo de 100mL da amostra é o procedimento padrédo
para analise de agua mineral ou potavel, na qual espera-se
auséncia do grupo pesquisado, sendo esse o volume minimo
exigido pela legislagao brasileira.

f- Havendo crescimento, analisar o desenvolvimento de cor no meio,
verificando:

g- Presencga de colbnias azuis escuras a roxas: E. coli,

h- Presenga de colbnias réseas a vermelhas: coliformes totais
(considerar como presuntiva);

i- Presenga de col6nias sem coloragéo especificas: outras bactérias.
j- Para confirmagdo das colbnias réseas a vermelhas, submeter
preferencialmente todas ou pelo menos 10 colénias ao teste de
oxidase;

I- Teste de oxidase: Com uma alga bacterioldgica espalhar uma
pequena quantidade da cultura na tira de oxidase, observando se
ocorre o desenvolvimento de uma cor azul intensa, em
aproximadamente 10 segundos (teste positivo). O néo
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desenvolvimento da cor azul no intervalo de um minuto indica teste
negativo.
Nota 2: Os coliformes s&o oxidase negativa.

7. RESULTADOS

a- Contar as colbnias caracteristicas e expressar o resultado:

- Para Coliformes totais: somar todas as coldnias réseas a
vermelhas, oxidase negativas, com as colbnias azuis escuras ou
roxas.

Expressar resultado em UFC de Coliformes totais pelo volume
inoculado.

- Para E. colii contar todas as colbnias azul escuras ou roxas.
Expressar resultado em UFC de E. coli pelo volume inoculado.

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:

- Algumas cepas de E. coli (3-4%) sao-R-glucuronidase negativos e
aparecem como coldnias de cor rosa a vermelho, por exemplo,
cepas de E. coliO157.

- Flora acompanhante aparece como coldnias incolores, com
excegdo de alguns organismos, que possuem atividade R-D-
glucuronidase. Estas coldnias aparecem na cor azul claro a
turquesa.

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

- Deve-se colocar a membrana totalmente em contato com o meio
de cultura, evitando a formacao de bolhas para que o crescimento
bacteriano ocorra da forma uniforme e sem falhas sobre a
membrana.

- 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.
Dependendo do meio de cultura utilizado e das caracteristicas de
certas colénias, as mesmas tendem a ser transparentes e
pequenas, onde o resultado pode ficar mascarado se ndo se atentar
a visualizagdo contra uma luz incidente na membrana com o meio
de cultura inclinado.

- Tempo longo entre a semeadura da amostra e analise. Ao utilizar
colénias isoladas 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. Em coldnias recentes (inferior ao periodo
de 18 horas) ndo se encontram com o metabolismo bem definido, e
algumas provas podem nao ocorrer.

- Incubagéo em temperatura inadequada.

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

- Interpretagéo equivocada de resultados.

- Técnica de assepsia inadequada.

- Tempo excessivo ou insuficiente de incubagdo. 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.

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

- Utilizagéo de meios de cultura com aparéncia alterada.

- Nao aguardar para que os materiais atinjam a temperatura
ambiente no momento do uso.

- Erro na conservagéo do produto pode ocasionar desidratagdo do
meio e alteragdo das propriedades dos componentes.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessdrios

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

- Controle de qualidade recomendado:

uma empresa Sola
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Parametros Resultado esperado
PR20,5 - Contagem
Produtividade quantitativa - obtida em comparagdo ao | Incubacdo 33-
E. coli ATCC 25922 agar TSA / coldnias roxas | 37°C 24h
- azuladas
Produtividade quantitativa - PR20,5 - Contagem =
K. pneumoniae ATCC obtida em comparagéo ao gnﬁggiio 33-
13883 agar TSA / colénias rosas
Seletividade qualitativa - S. Inibigdo Incubacgéo 33-
aureus ATCC 25923 37°C 24h
Meio solido, levemente opaco, coloragdo bege
Meio n&o inoculado a levemente amarelada, livre de precipitados
ou particulas visiveis.

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

- Anélise dos resultados

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

- que o usudario conhega e siga rigorosamente o presente
procedimento técnico;

- que os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- que os equipamentos e demais acessoérios necessarios estejam
em boas condigbes 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 serado resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cddigo do produto

Numero de série

LOT

Numero de lote

Fabricante

Consultar instrugdes para utilizagéo

Validade

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Fragil, manusear com cuidado

STERIL!

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagéo utilizando 6xido de
etileno

Esterilizag&o utilizando irradiagao

Risco bioldgico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliagéo de
desempenho

Nao reesterilizar
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