Agar Sal Manitol

Finalidade

Agar Sal manitol Mbiolog € um meio
de cultura, muito usado para o
isolamento de Staphylococcus aureus
de amostras biolégicas como urina,
secregbes, feridas e exudatos.
Também usado na industria
alimenticia para o isolamento e
identificacdo de estafilococos em
liquidos e produtos lacteos, carnes e
derivados, incluindo conservas e
pescados.

Principio de agao

A degradacdo do manitol com a
producdo de &cido muda a cor do
meio de rosado a amarelo. Devido ao
seu alto contetido de cloreto de sodio,
pode-se fazer uma inoculagdo macica
da amostra em estudo. Geralmente se
incubadas as placas por mais ou
menos 36 horas, aparecendo as
colénias de estafilococos nao-
patogénicos de tamanho pequeno e
rodeadas de uma zona vermelha. As
colénias de Staphylococcus aureus
fermentadores do manitol sdo maiores
e rodeadas de uma zona amarela.

Composicéo

Peptona de caseina 5,0 g/L
Peptona de carne 5,0 g/L
Extrato de carne 1,09/L
D-manitol 10,0 g/L
Cloreto de sédio 75,0 g/lL
Vermelho de fenol 0,025 g/L
Agar 15,0 g/L
Agua destilada g.s.p.

pH final 7,40 £0.20
Materiais necessarios néao
fornecidos

Bico de Bunsen ou camara de fluxo
laminar

Estufa bacteriolégica
Alcas de platina

Armazenamento e transporte do
produto

A data de validade aparece no rétulo
da embalagem. Nao usar produtos
cuja data de validade tenha expirado.

1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de Petri.

Deve ser mantido sob refrigeragéo,
entre 2 e 8°C, embalados em sacos
plasticos e acondicionados em
posicdo invertida (tampa voltada para
baixo) de forma a se evitar a
desidratagdo precoce do produto.
Quando obedecidas essas condicdes
de armazenamento, o meio de cultura
em placa mantém-se adequado para
uso até a data de validade expressa
no roétulo.

2. Meio de cultura desidratado em
frascos

As embalagens devem ser mantidas
em temperaturas entre 2 e 30°C, ao
abrigo da luz, umidade e fontes de
calor. Quando obedecidas essas
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condicdes de armazenamento, 0 meio
de cultura em frascos mantém-se
adequado para uso até a data de
validade expressa no rétulo.

Precaugdes e cuidados especiais

1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de Petri.

Somente para uso diagndstico ‘“in
vitro”.

Usar luvas descartaveis quando
manusear amostras.

N&o comer, beber, fumar, armazenar
ou preparar alimentos, ou aplicar
cosmeéticos dentro da area de trabalho
onde reagentes e amostras estiverem
sendo manuseados.

A manipulacdo das placas s6 deve
ser realizada préxima a chama ou sob
fluxo laminar, de forma a se evitar a
contaminagcdo do meio de cultura
evidenciada pelo crescimento espurio
de microrganismos.

Verificar, antes de realizar o inéculo
da amostra, a superficie e as
caracteristicas do meio de -cultura.
Este deve se apresentar liso,
homogéneo, isento de rachaduras,
bolhas, e grumos. A constatacdo de
qualquer uma destas irregularidades
demonstra a inadequacédo do meio de
cultura para uso.

De igual importancia, a verificagdo do
meio no referente a presengca de
colénias oriundas de agentes
contaminantes também deve ser
realizada. A constatagcao de
crescimentos acarreta no descarte do
material, por este ser improprio para o
uso.

Todas as placas, bem como todo o
material utilizado no processo de
andlise, devem obrigatoriamente, ser
autoclavados a 121°C, a uma presséo
de 1 atm, durante 15 a 20 minutos,
antes de seu descarte final.

2. Meio de cultura desidratado em
frascos

Manter os frascos de meio de cultura
sob condigdes ideais de
armazenamento ja descritas.

Assegurar-se de que apds 0 uso O
frasco esteja bem fechado.

Usar agua destilada ou deionizada de
boa qualidade.

Preparar o meio de cultura em
recipiente de volume duas vezes e
meia maior que o volume desejado
para permitir hidratacdo, mistura e
aeracao adequados.

Realizar as provas de controle de
qualidade especificas do meio.

Amostra

Urina, secrecgdes, feridas, exudatos,
além de liquidos e produtos lacteos,
carnes e derivados, incluindo
conservas e pescados.

As amostras devem ser colhidas
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seguindo cuidados especificos de
forma a se obter representatividade
do processo infeccioso, assepsia na
coleta da amostra e sem interagdes
medicamentosas.

N&o é aconselhado o armazenamento
da amostra. Em casos extremos, em
que ndo se pode realizar o inéculo
imediato, a amostra deve ser
conservada sob refrigeracéo..

Procedimento

Ler cuidadosamente as instrucdes
desta bula.

1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de Petri.

Inocular a amostra por estrias através
de esgotamento da alga de platina.
Obedecer os critérios internos do
laboratério acerca das condi¢des de
assepsia e esterilidade do local de
trabalho.

Incubar a placa inoculada a 35 + 2°C
por 24 horas.

Apos incubacgdo, observar as placas.
Caso nao haja crescimento reincubar
por mais 24h

2. Meio de cultura desidratado em
frascos

Indicado para o preparo de placas de
Petri de uso

Dissolver 111g em 1 litro de &gua
destilada. Hidratar por 10 a 15
minutos. aquecer agitando
frequentemente e ferver por no
maximo 1 minuto. Esterilizar a 121°C
e 1 atm por 15 minutos. Esfriar até 45-
50°C. Distribuir 15-20 mL por placa de
petri estéril. Se ndo for usado no
mesmo dia, armazenar entre 2 e 8°C
em posigéo invertida.

Interpretagéo

N&o havendo crescimento bacteriano,
constata-se amostra isenta de
bactérias.

Staphylococcus aureus fermentadores
de manitol produzem colénias
grandes e rodeadas de uma zona
amarela. Os estafilococos néo-
patogénicos produzem col6nias
pequenas e rodeadas de uma zona
vermelha. O Staphylococcus
epidermidis e Bacillus  subtillis
produzem colbnias brancas.

Controle de qualidade

O laboratério deve preferivelmente
participar de programas de controle
externo de qualidade, a exemplo
daqueles oferecidos pela SBAC e
SBPC.

Para controle interno de qualidade,
recomendamos cepas ATCC de

Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis .

Aparéncia do meio

O meio se apresenta  vermelho
rosado.
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Dados estatisticos

Por se tratar de meio de cultura de
enriqguecimento, ndo existem formas
de se realizar estudos de
sensibilidade e especificidade.

Reprodutibilidade e repetitividade: A
realizagdo de 20 culturas de uma
mesma suspensdo de cepa-padrdo
com valor 05 McF, em dias
alternados, ao longo de 4 dias,
demonstrou um  coeficiente  de
variacao igual a 9.02%.

Estabilidade: Quando mantido sob
condi¢des ideais de armazenamento,
0 meio de cultura pronto para uso
mantém-se adequado até a data de
validade impressa na placa. O meio
de cultura desidratado em frascos
guando mantido sob condi¢8es ideais
de armazenamento mantém-se
adequado para uso até sua data de
validade.

Interferentes

Temperaturas de incubag¢éo muito
altas podem interferir na reproducéo
bacteriana.

Amostras  contaminadas, quando
colhidas inadequadamente, ou
oriundas de pacientes fazendo uso de
antimicrobianos produzem resultados
ndo condizentes com a realidade
clinica do paciente. Em casos em que
haja suspeita de qualquer destes
interferentes na amostra, repetir o
exame apos sana-los.

Apresentacéo
1. Meio de cultura pronto para uso em
placa de petri:

Embalagem N° de culturas

10 placas 10

2. Meio de cultura desidratado em
frascos:

Embalagens de 100 e 500g.
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