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SOBRE A
MICROPHAR

MEIRE OTA
FUNDADORA

Sou bidloga de formagdo e meu amor pela microbiologia comegou no ensino
médio, durante o curso técnico. Desde o primeiro ano de faculdade até os
dias de hoje, a microbiologia estd presente na minha vida profissional.
Sempre gostei muito de ensinar e acredito que a educagdo pode
transformar vidas.

Atuando com industrias farmacéuticas desde 2008 vejo a escassez de
treinamentos especificos voltados para nossa drea e por esse motivo, a
Microphar foi desenvolvida para auxiliar novos profissionais, desenvolver
profissionais mais capacitados e solucionar problemas do dia-a-dia.

A Microphar é uma consultoria que oferece um programa virtual completo para quem
trabalha no Controle de Qualidade Microbiolégico em industrias farmacéuticas,
cosmeéticas, veterindrias e de alimentos. Fundada em 2023, oferecemos opgées de
aprendizagem flexiveis para todos os tipos de alunos. Nosso objetivo é fornecer
diversas opg¢des que atendam a individuos que desejam uma experiéncia de
aprendizagem personalizavel, mas ainda assim, priorizam uma educagao de alto nivel.
Se vocé tiver alguma duvida ou tiver interesse em se inscrever no nosso Curso online,
ndo hesite em entrar em contato.

Acesse nosso site para saber mais sobre o treinamento completo para o Controle
Microbiolégico

www.microphar.com.br






I Conceitos gerais

REFERENCIAS

O conteudo deste guia foi baseado nas referéncias oficiais farmacopeicas: Farmacopéia
Brasileira, 6 Edicdo (5.5.3.1.4 Adequacdo dos métodos farmacopéicos) e Farmacopeia
Americana, capitulos <60> “Tests for Burkholderia Cepacia Complex”, <61> “Microbial
Enumeration Tests” e <62> “Test for Specified Microorganisms”. A tabela abaixo é encontrada
nos capitulos oficiais e, as vezes, pode ser confusa de ser interpretada.

Quadro 1. Promocao de crescimento conforme farmacopeias para meios de contagem microbiana

Contagem

Contagem total

Micro-organismos Pri‘:";::::o microbiana de de bolores e Critério de aceitacao
aerdbios totais leveduras
Staphylococcus aureus
ATCC 6538, NCIMB 9518,
CIP 4.83, ou NBRC 13276 Digesto Caseina
: Digesto Caseina | de Soja Agar e
Pseudomonas aeruginosa de Soja Caldo
ATCC 9027, Agar ou Caldo 30° a 35°
NCIMB 8626, 30° a 35° <100 UEC O crescimento obtido
CIP 82.118, ou NBRC 13275 18 a 24 horas < 3 dias nao deve diferir de um
: ” fator 2 do valor
BacrIIL'QsCThLz%tlg%SAZCCCEPGGB3, calculado para um
52.62, ou NBRC 3134 indculo padronizado
(USP-NF)
Candida albicans nggfrf:ed Comparar o
ATCC 10231, Agar ou Caldo crescimento obtido que
NCPF 3179, IP 48.72, 20°3 25° : ndo deve ser inferior a
ou NBRC 1594 2 -3 dias Dlgest.o Caseina Sabouraud 5~0% em :
de Soja Agar e Dextrose Agar relagdo ao inéculo
Caldo padronizado
Sabouraud ° ° 20° a 25° 4
30°a 35 <100 UFC (Farmacopéia
. - Dextrose Agar ou <100 UFC Pyl Brasileira)
Aspergillus brasiliensis Batata Dextrose < 5 dias

ATCC 16404,
IMI 149007, IP
1431.83, ou NBRC 9455

Agar
20°a 25°
5 -7 dias ou até
atingir boa
esporulagédo

Esse quadro é o mais comum de ser encontrado em procedimentos operacionais, mas sua
interpretacdo nem sempre é a melhor para ser avaliada. Pensando nisso, os esquemas deste guia
foram montados para deixar o quadro acima e abaixo, mais faceis de serem compreendidos.




I Conceitos gerais

Quadro 2. Promogao de crescimento conforme farmacopeias para meios de pesquisa de patégenos

Teste

Meio de cultura

Propriedade

Micro-organismo

Escherichia coli

Caldo MacConkey

Promogéo de crescimento

Escherichia coli

Inibigéo

Staphylococcus aureus

Agar MacConkey

Promogao de crescimento + Indicativo

Escherichia coli

Salmonella

Caldo Rappaport

Promog&o de crescimento

Salmonella
Typhimurium ou Abony

Inibigéo

Staphylococcus aureus

XLD

Promogao de crescimento + Indicativo

Salmonella
Typhimurium ou Abony

Pseudomonas aeruginosa

Agar Cetrimide

Promogao de crescimento

Pseudomonas aeruginosa

Inibigéo

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Agar Manitol

Promocéo de crescimento + Indicativo

Staphylococcus aureus

Inibicéo

Escherichia coli

Clostridia

Reinforced Medium
for Clostridia

Promogao de crescimento

Clostridium sporogenes

Bactéria gram-negativa
bile-tolerante

Caldo Mossel

Promog&o de crescimento

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Inibigdo

Staphylococcus aureus

VRBGA (Violet Red Bile
Glucose Agar)

Promogao de crescimento + Indicativo

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Agar Sabourand Dextrose

Promogéo de crescimento

Candida albicans

Caldo Sabourand
Dextrose

Promogéo de crescimento + Indicativo

Candida albicans

Burkholderia cepacia
complex

Burkholderia selective
cepacia agar

Inibigao

Pseudomona aeruginosa

Inibicado

Staphylococcus aureus

Promogéo de crescimento

Burkholderia cepacia

Promogéo de crescimento

Burkholderia multivorans

Promogéo de crescimento

Burkholderia cenocepacia
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BIOSSEGURANCA

O laboratério microbioldgico de Controle de Qualidade farmacéutico, cosmético e de alimentos,
normalmente realizam manipulagdo de micro-organismos atenuados e sem grande risco para a
saude do analista, mas alguns cuidados sempre devem ser tomados, para evitar contaminagées
acidentais. Entender sobre os requisitos de biosseguranga é tdo importante quanto entender uma
diluicdo seriada, uma vez que isso manter a seguranga é sempre o objetivo de qualquer empresa
séria.

Conceitos:

A biosseguranga compreende um conjunto de agbes destinadas a prevenir, controlar, mitigar ou
eliminar riscos inerentes as atividades que possam interferir ou comprometer a qualidade de vida, a
salide humana e o meio ambiente (Fonte: Biosseguranga em saude: prioridades e estratégias de
acdo - Brasilia 2010)

Basicamente, os niveis de biosseguranga
estao divididos conforme a imagem ao lado,
idivididos conforme o risco de contaminagéao:

e BSL-01: com micro-organismos sem riscos
para o manipulador ou para a comunidade.
Exemplo: Bacillus spizizenii

e BSL-02: Agentes com risco moderado para
o manipulador e baixo para a comunidade
e ha sempre um tratamento preventivo.

BSL-02 Exemplo: Escherichia coli e Salmonella
Typhimurium

e BSL-03: Agentes que apresentam risco
BSL-01 grave para o manipulador e moderado para
a comunidade, e nem sempre ha

tratamento. Exemplo: Bacillus anthracis

BSL-04: Agentes que apresentam risco grave para o manipulador e para a comunidade, ndo ha
tratamento na maioria das vezes. Exemplo: ebola

Micro-organismos a partir da classe BSL-02 requerem o uso de contengdo em grupo, ou seja, sua
manipulagdo deve ser obrigatoriamente sob cabine de biosseguranga.

Para micro-organismos de classe BSL-01, o uso de cabine ndo é obrigatério, mas devido a
concentragdo, muitos lugares acabam padronizando a manipulagdo. Um exemplo cldssico de uso
desses micro-organismos fora da cabine sdo os ensaio de doseamento de antibidticos.
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DILUICAO SERIADA

Um dos ensaios essenciais para qualquer microbiologista, mas também um ensaio que nem
sempre é compreendido.

O uso de uma matematica exponencial acaba dificultando o calculo da concentracao final.

Saber a légica de uma dilui¢cdo seriada é importante para que haja agilidade durante os ensaios,
sem perda de recursos ou tempo de analise.

Quando trabalhamos com micro-organismos, alguns pontos devem ser seguidos e sempre sado
questionados em auditorias:

¢ Utilizar micro-organismos até 5 passagens da cultura original: sempre se atentar a passagem
que foi adquirida, pois a contagem nao deve ser a partir do recebimento, mas sim da
passagem que foi recebida. Por exemplo: culturas recebidas em 3o passagem, s6 podem ser
repicadas mais 2 vezes. Esse requerimento € para evitar a mutagdo do micro-organismo e,
consequentemente, perda de eficacia do ensaio.

¢ A suspensdo de micro-organismos deve ser utilizada em até 24 horas se mantidas
refrigeradas de 2 a 80C ou por 2 horas a temperatura ambiente (FB, pag.435). Esse ponto
dificulta bastante o seu uso, principalmente, se voceé utiliza a técnica de diluicao seriada para
quantificar sua suspensao antes de usa-la, pois a partir do momento em que vocé tem o
resultado em placa, sua suspensao inicial ja venceu.

A diluigao classica é como apresentado na figura abaixo:

Antes de aprofundarmos sobre a diluicdo seriada é essencial que a primeira diluicdo seja
padronizada para que os resultados obtidos sejam ao mais proximo do desejado.

Infelizmente, como ha o requerimento das farmacopéias em utilizar as suspensdo de micro-
organismos em até 24 horas, € necessario encontrar técnicas que seja possivel prever a
quantidade da suspensao inicial.

Como para a promogao de crescimento, é necessario a utilizagdo de uma suspenséo de micro-
organismos com < 100 UFC por teste, ha um desafio maior para atingir uma concentragao
precisa inicial. Iremos explorar 3 técnicas para que seja possivel atingir essa concentracao ideal.
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DILUICAO SERIADA

DENSITOMETROS / UV/ MCFARLAND

Diluicao a partir de colonia de 18-24 horas (sem armazenamento):

Vantagens: barato, ndo requer armazenamento, conforme farmacopeias
: dificuldade na padronizagao, mais trabalhoso

L
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A padronizagéo da suspensao inicial pode ser realizada por essas 3 técnicas da seguinte forma:
¢ Escala McFarland: Os padrées McFarland sao padrdoes de turbidez usados para estimar o
numero de bactérias em uma suspensao liquida.

Os padroes foram desenvolvidos por McFarland, que criou uma série de solugdes de sulfato de bario para
aproximar o niimero de bactérias em solugdes de igual turbidez. Originalmente, os padrdes sdo preparados

adicionando cloreto de bario ao acido sulftrico, o que resulta na precipitacdo do sulfato de bario. A turbidez de
uma suspensao bacteriana é entao comparada visualmente com a turbidez do padrao apropriado. Atualmente, as
escalas usam particulas de latex para aumentar o tempo de validade.

* Densitometros: equipamentos capazes de medir a turbidez da suspensao e a leitura é dada na
escala McFarland. Sao 6timos investimentos, pois sdo relativamente baratos e a precisdo é
maior, pois ndo depende do ajuste no olho.

e Leitura em equipamentos de UV (Ultra-violeta): leituras de micro-organismos sao feitos
normalmente em comprimento de luz visivel (em 580 nm) e podem ser padronizadas
comparando sua leitura com uma diluicao seriada.

= 5 Quantidade M N A a e s
Micro-organismos Escala: 0,5 Comprimento Didmetro Um erro muito comum ¢é utilizar a
Bacillus ssp ™" 1 % 105 UFC/mL 4-10 ym 0,25-1,0 ym escala McFarIand, utilizando a escala
Pseudomonas ssp' 6 x 107 UFC/mL 1,5-3,0pm 0,5-0,8 uym 015 como uma suspensao de 10 UFC
Escherichia colk® 5,7 % 107 UFC/mL 1.0-20pm _ para qualquer tipo de micro-
Staphylococcus aures! 4,3x 107 UFC/mL 1,0pm organ!s.mo. 0 Isso pOde gerar
Candida albicans® 1,4 % 105 UFC/mL 10um quan“:caioes glrrfdas, LI :ez quedo

T man rm.
Salmonella™ 6 x 107 UFC/mL 2-0,5 pm 1,5 pm tama 5 © B cElls @ |l i ,a ©
crescimento podem conter um numero
(1) Lozano et. al. Low accuracy of the McFarland method for estimation of de células diferente mesmo em uma

bacterial populations. African fournal of Microbiology Research, Vol. 12(31):736- >

740,2018 mesma turbidez. O quadro ao lado
(2) Rapid Antifungal Susceptibility Determination for Yeast Isolates by Use of podemos verificar o tamanho diferente

Etest Performed Directly on Blood Guinea et al. Samples from Patients with

Fungemia. journal of Clinical Microbiology, 48(6):2205-2212, 2010 de cada micro-organismo e quanto ela

representa na escala.
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DILUICAO SERIADA

SUSPENSAO COM VOLUME PADRAO

Suspensdao com volume padrao: Diluicdo a partir de colonia de 18-24 horas (com
armazenamento)

Vantagens: barato, otimizagao de uso, padronizacao
: necessidade de validacao de armazenamento, colonias injuriadas

Slant preparado Adicdo de 5 mL de
com 10 mL com Solugéo fisidlogicae
angulagdo . desprendimento
padronizada e tubo com loop de toda a

padronizado superficie

EXEMPLO

Essa técnica também requer que seja feito uma padronizacdo do repique inicial para que seja
possivel atingir a mesma concentracao em todo ensaio.

Padronizar uma técnica manual pode ser desafiador e requer fotos e instrugées claras para que
seja possivel atingir a concentracao ideal.

Outro ponto importante é sempre utilizar culturas com crescimento na Fase Exponencial da

curva de crescimento. Ou seja, por volta de 18 a 24 horas de incubagdo, para a maioria das
bactérias.

) Fase estacionaria

Log da concentracéao de células

Tempo

Suspenséo de Bacillus podem gerar uma dificuldade a mais no momento da dilui¢cdo pela sua caracteristica

durante o seu crescimento. Ela contém uma membrana lipidica espessa, o que dificulta sua disperséo em
suspensdo. Clique aqui para ver o processo para preparo de suspensédo de esporos.
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DILUICAO SERIADA

LIOFILIZADAS E PADRONIZADAS

Culturas liofilizadas e padronizadas: Culturas liofilizadas de fornecedores certificados

Vantagens: facilidade de uso, uniformidade nos resultados
: preco

A forma mais certa para nao errar a quantificagdo é o uso de culturas ja quantificadas e prontas
para uso. Muitas ja possuem certificado do fornecedor e sua quantificagdo pode ser usada como
controle positivo (sem utilizar um lote aprovado). S6 lembrando que para usar como controle
positivo, uma comprovacao da quantidade deve ser realizada antes do uso.

Ha varios fornecedores de culturas de referéncia disponiveis como nas fotos acima e o Unico
ponto negativo seria o prego. Culturas sem quantificagdo sdo encontradas por menos da metade
do valor das culturas quantificadas.

Se o laboratdrio pode investir um pouco mais, as culturas quantificadas sempre serdo a melhor
opcao em termos de agilidade na analise e precisado dos resultados.
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DILUICAO SERIADA

PASSO A PASSO PARA QUANTIFICACAO

Agora que vimos como padronizar a solugao inicial podemos partir para as etapas de diluigdo. O
primeiro ponto é que nao precisamos seguir a quantidade de tubos dos livros padrées. Utilizar
variacdes de aliquota e quantidade de diluente ira facilitar sua rotina do dia-a-dia, conforme
imagem abaixo:

0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 1mL
@ i i i
| | | | Otimizar o
[~ = [~ = nimero de
tubos facilita a
rotina
10mL 9,9mL 9,9mL 9,0mL
(10) ou (107 ou (107) ou (10%) ou

10°UFC/mL 10°UFC/mL 10°UFE/mL 10WFC/mL

O calculo de quantificacao é feito normalmente através da multiplicagdo do fator de diluigao
(retirando o expoente negativo) vezes a quantidade encontrada na placa. No entanto, vocé
consegue entender a l6gica da quantificacdoreversa?

Se em uma placa.é obtido 35 UFC, a partir de
uma aliquota de 1 ml, quer dizer que no tubo
de origem havia 35 x 10 ml, ou 350 UFC.

Esses 350 UFC vieram d((‘_i ; §a diluicao
anterior, ou seja, seu contetido total tera

3,5 x 10°UFC no tubo contendo 10ml.

Essa légica é aplicada para todos os tubos

anteriores e o calculo final fica, conforme
pagina seguinte:

Na pratica, como falamos, é mais facil
multiplicar o valor obtido pelo fator de
diluigdo conforme formula abaixo:

Concentragio final = 35 x 108
Concentracio final =35 % 10°UFC/mL

350 UFC/placa= 35 UFC/placa=
350 UFCem 1 mL= 35 UFCem 1 mb=
3,5x10°UFCem 10 mL 350 UFCem 10 mL
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DILUICAO SERIADA

PASSO A PASSO PARA QUANTIFICACAO

3,5 x 10° UFC/placa = 3,5 x 108 UFC/placa = 3,5 x 10° UFC/placa = 350 UFC/placa= 35 UFC/placa=
3,5x10° UFCem0,1mL= 3,5x10°UFCem0,1mL= 3,5x10°UFCem0,1mL= 350 UFCem1mL= 35UFCem1mL=
3,5x 10° UFC em 1mL 3,5x 10° UFC em 10 mL 3,5x10°UFCem 10 mL  3,5x10* UFCem 10 mL 350 UFCem 10 mL

Portanto, a concentracao final sera de 3,5 x 10° UFC/ml

PERGUNTAS E RESPOSTAS

Posso utilizar suspensdes armazenadas em geladeira por mais de 3 dias? E o tempo que levo para
quantificar minha suspensao.

Resposta: Infelizmente, as farmacopéias preconizam o uso dentro de 24 horas a temperatura de 2
a80oC ou 2 horas a temperatura ambiente. Se ndo consegue padronizar a suspensao inicial com as

opgdes acima e ainda quer manter o uso da suspensao em geladeira, a melhor forma de amenizar a
situagao é validar a conservagéo, mostrando que a quantidade ndo se alterou apds o tempo de
armazenamento.

Apenas cuidado com auditores experientes pois essa pratica pode ndo ser aceita. J&a ha estudos
cientificos mostrando que suspensées como Staphylococcus aureus, perde sua viabilidade apds
12 horas mantida em refrigeracdo. Mesmo a quantidade se mantendo estdvel, vocé nao conseguird
defender o estado da viabilidade da célula.
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PASSO A PASSO
MEIOS QUANTITATIVOS

Para o meios quantitativos como TSA, SDA e R2A, os micro-organismos que serao utilizados
seréo os abaixo:

Micro-organismos Referéncias
Staphylococcus aureus ATCC 6538, NCIMB 9518, CIP 4.83, ou NBRC 13276
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118, or NBRC 13275
Bacillus subtilis ATCC 6633, NCIMB 8054, CIP 52.62, or NBRC 3134
Candida albicans ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72, or NBRC 1594
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, IMI 149007, IP 1431.83, or NBRC 9455

PERGUNTAS E RESPOSTAS

Por que utilizamos 5 micro-organismos diferentes para esses meios? Posso utilizar apenas 3
deles?

Resposta: o uso de 5 micro-organismos tem como objetivo principal simular grupos de
contaminantes, conforme abaixo. Usar menos tipos, ndo é recomendavel, pois vocé ndo garante
que seu meio esta performando corretamente. Ndo é possivel prever que tipo de contaminagao
pode acontecer no seu produto final ou matéria-prima e, portanto, limitar os tipos pode ser um

apontamento em uma inspegao.

Staphylococcus aureus = gram positivo. Representante para contaminagées de origem humana
(pele)
Pseudomonas aeruginosa = gram negativo. Representante para contaminagdo por agua ou
veiculos aquosos (formador de biofilme)

Bacillus subtillis = gram positivo esporulado. Representante de contaminagdes de materiais e solo
Candida albicans = levedura. Representante para contamina¢des humanas
Aspergillus brasiliensis = fungo filamentoso. Representante de contaminantes do ambiente,
encontrado em ambientes Umidos.
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PASSO A PASSO

MEIOS QUANTITATIVOS

Agora que vimos como os micro-organismos sdo quantificados e o porqué devemos usar os 5
micro-organismos listados na farmacopéia é hora de colocar a mao na massa.

A figura abaixo ilustra como deve ser realizado a transferéncia de uma suspenséo de Bacillus
spizizenii. O teste deve ser feito sempre em duplicata e o meio aplicado pode ser pela técnica de
espalhamento ou Pour plate.

Pode-se utilizar a
técnica por pour plate
ou espalhamento por

superficie (Drigalski)

Comparagdo com um lote
ja aprovado OU pela
concentracdo do inéculo
padronizado

B. spizizenii
(10-100 UFC/mL)

A aliquota adicionada as placas pode variar de 0,1 a 1 ml dependendo de como foi feita a diluicdo
seriada. Apenas uma dica para as aliquotas: 0,1 ml ira ter melhor absor¢dao em técnicas de
espalhamento, ganhando tempo de teste e melhor resultado.

Dessa forma, o mesmo deve ser realizado para os demais micro-organismos, conforme definido
em farmacopeia. Os exemplos abaixo ilustram o teste para TSA e SDA.

_= B. spizizenil
Incubagdo por
30-35°C )

F T - e =
k Incubacio por
- 20-25°C
o 1 oo

r 30-35°C

Atencao para a temperatura de incubacao para TSA para os micro-organismos Candida albicans
e Aspergillus brasiliensis. Sao conhecidamente por crescerem em temperatura mais baixa, mas o
TSA é um meio ndo seletivo que possibilita o crescimento tanto de bactérias como fungos. Por
isso, sua temperatura ainda é mais alta do que o usual.
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PASSO A PASSO
MEIOS QUANTITATIVOS

Como realizar a interpretagao dos resultados: com o que irei compara meu resultado?

Conforme farmacopéias, o critério de aceitagdo € um fator 2 do valor calculado para um inéculo
padronizado. Mas o que quer dizer esse fator 2?

O fator 2 nada mais é do que dividir seu resultado por 2 e multiplicar por 2, dando um faixa de
aceitacao entre 50 a 200%.

Vamos entender na pratica como é isso:

1

42 + 47
Lote aprovado = : = 44,5
42 UFC
47 UFC
44,5 UFC — 100
400FC
Critério de aceitagdo: fator 2 do valor calculado Recuveracio = 740 x 100 = 89%
para um indculo padronizado (50% a 200%) p ¢ 44’5 W

A conta acima, portanto, obteve uma recuperacgao de 89%. Ou seja, apresentou uma recuperagao
de 89% em relagado a um lote ja validado. Como esta dentro da faixa especificada e o lote estaria
APROVADO!

Valores abaixo de 50% indicam inibicdo do meio, podendo ser ocasionado por erro em pH,
diluicdo ou concentracao do meio.

Valores acima de 200% indicam contaminacdo cruzada, sendo que o meio pode ja estar
contaminado.

PERGUNTAS E RESPOSTAS

0 que fazer quando um lote de meio de cultura nao passa no teste de promocao de crescimento?
Resposta: quando ha falha na promocgdo e o lote ja foi utilizado em uma analise de liberagao de
produto ou matéria-prima, deve-se reportar esse resultado como falha laboratorial (esse reporte
pode variar de empresa para empresa, podendo ser chamado de Desvio analitico, Falha

laboratorial ou Desvio de andlise). Algumas empresas podem interpretar como um Desvio de
Qualidade, mas devemos lembrar, que se ha uma falha no meio, ndo é possivel afirmar que o lote
testado esta bom ou ruim. O registro e a comunicagdo sdo sempre importantes! Comunique a
equipe de Qualidade e faga o teste novamente, com um lote aprovado. Idealmente, os lotes de
meios de cultura s6 devem ser usados apds a liberagdo da Promogao de crescimento. Caso ndo
tenha sido usado em nenhum ensaio, reporte o caso, descarte o lote e faga novamente.
Importante ter isso documentado em procedimento.




I Passo a passo da Promocao de crescimento

PASSO A PASSO

MEIOS SELETIVOS

Da mesma forma que os meios quantitativos, os meios seletivos utilizam micro-organismos alvos
como os descritos abaixo. No entanto, eles possuem uma diferenca importante, pois

garantir a seletividade do meio de cultura.

Micro-organismo Referéncia
Escherichia coli ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126, or NBRC 3972
Salmonella sp ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118, or NBRC 13275
Staphylococcus aureus ATCC 6538, NCIMB 9518, CIP 4.83, ou NBRC 13276
Candida albicans ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72, or NBRC 1594
Burkholderia cepacia ATCC 25416, NCTC 10743, or CIP 80.24
s iy ATCC BAA-247, LMG 13010, CCUG 34080, CIP 105495, DSM 13243, or
NCTC 13007
Burkholderia cenocepacia ATCC BAA-245 or LMG 16656

Vamos ver o exemplo para um teste utilizando o meio Cetrimide:

e

i
-
E. coli

(10-100 UFC/mL)

]

| S e

~ay

Pseudomonas
(10-100 UFC/mL)

Nesse exemplo, a Escherichia
coli age como um micro-
nao deve apresentar
crescimento na placa.

Ja para a Pseudomonas
aeruginosa que €é o micro-
organismo alvo, o crescimento
caracteristico devera ser
observado.



I Passo a passo da Promocao de crescimento

PASSO A PASSO

MEIOS SELETIVOS

As figuras abaixo ilustram as caracteristicas de cada meio. Lembre-se de colocar imagens no
seu procedimento de Promogéao de Crescimento.

Meio de cultura Propriedade Micro-organisme Resultado esperado

VRBGA (Violet Promogao de Escherichia coll Colanias ve:;eclif:}i:tsaacé):rpum, com
Red Bile Glucose crescimento +
ar) Indicativo Crescimento homogéneo, sem

Agar) B

CEEE B (A R diferenciagao de coloragao

ey
. 4

u Incubagaio: 30-35°C

Periodo: 18-24 horas

Meio de . .
£ cultura Propriedade Micro-arganismo Resultada esperado
e
@
>
L
=
H
E Agar Promaogao de Crescimento d:

MacConkey crescimento + purpuras, com pre

Indicativo seu redor

[

Macconkey Agar

Incubagdo: 40-45°C Incubagdo: 30-35°C
Periodo: 18-24 horas Periodo: 18-24 horas




I Passo a passo da Promocao de crescimento

PASSO A PASSO

MEIOS SELETIVOS

As figuras abaixo ilustram as caracteristicas de cada meio. Lembre-se de colocar imagens no
seu procedimento de Promogéao de Crescimento.

Meio de cultura Propriedade Micro-organismo Resultado esperado

(|
([

Incubaggo: 30-35°C
Periodo: 18-24 horas

Meio de cultura Propriedade Micro-organismo Resultado esperado

Cetrimde

Incubagdo: 30-35°C
Perlodo: 18-24 horas




I Passo a passo da Promocao de crescimento

PASSO A PASSO

MEIOS SELETIVOS

As figuras abaixo ilustram as caracteristicas de cada meio. Lembre-se de colocar imagens no
seu procedimento de Promogéao de Crescimento.

Meio de eultura Propriedace Micro-organismo Resultado esperado

Columbia Caldo

L I &

Aguecimento a 80°C Incubagdo: 30-35°C
por 10 minutos Periodo: 48 horas

é Incubagdo; 30-35°C
Periodo: 48 a 72 horas
(anaercbioses)

Incubagio: 30-35°C
Periodo: 48 horas

Columbia Agar

Meio de cultura Propriedade Micro-organismo Resultado esperado

Sabouraud Caldo

C 0]
C 0

Incubagiio: 30-35°C Incubagdo: 30-35°C
Periodo: 3 a5 dias Periodo: 24 a 48 horas

Sabouraud Agar




I Passo a passo da Promocao de crescimento

PASSO A PASSO

MEIOS SELETIVOS

As figuras abaixo ilustram as caracteristicas de cada meio. Lembre-se de colocar imagens no
seu procedimento de Promogéao de Crescimento.

Meio de cultura Propriedade Micro-organismo Resultado esperado

N EES N
(g Q)

Burkholderia cepacia selective agar

L ([ (
L[ |
)
([ |

L0 (]

Incubagdo: 30-35°C
Periodo: 48 a 72 horas




I Passo a passo da Promocao de crescimento

PASSO A PASSO

MEIOS CALDOS

Da mesma forma que os meios seletivos, os meios em caldo utilizam micro-organismos alvos

garantir a seletividade do meio de cultura.

Micro-organismo Referéncia
Escherichia coli ATCC 8739, NCIMB 8545, CIP 53.126, or NBRC 3972
Salmonella sp ATCC 14028
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118, or NBRC 13275
Staphylococcus aureus ATCC 6538, NCIMB 9518, CIP 4.83, ou NBRC 13276
Candida albicans ATCC 10231, NCPF 3179, IP 48.72, or NBRC 1594
Bacillus subtilis ATCC 6633, NCIMB 8054, CIP 52.62, or NBRC3134

Vamos ver o exemplo para um teste utilizando o meio caldo MacConkey:

“ Nesse exemplo, a Escherichia
i coli age como um micro-
organismos alvo e devera

apresentar a alteracao de cor e
Promogdo turbidez desejada.

L {

(10-100 UFC/mL)
Ja para a Staphylococcus
aureus que é o micro-organismo

turvacao ou alteracao de cor.

Inibi¢do

—
i inibitorio, ndo devera apresentar

S. aureus
(10-100 UFC/mL)

m
I L0 (( !

N&o € necessario testar na

quantidade de uso. Quantidades Comparagdo com um lote ja

aprovado, apenas da turvacéo. Nao é

menores podem ser aplicadas o V.0
para a promogao de crescimento necessario quantificar




I Preparo de Suspenséo de Esporos

PASSO A PASSO

SUSPENSAO DE ESPOROS

Uma das opgdes para melhorar a recuperagao de Bacillus spizizenii é utilizar uma suspensao
pronta de esporos. O passo a passo abaixo foi extraido do capitulo de Doseamento de
Antibidticos, da Farmacopéia Brasileira. Lembre de validar o processo abaixo, se decidir usa-lo
na promogao de crescimento.

Lavar superficie com 50
ml de Salina 0,9%

Chogue térmico a
70°C por 30 min

: ” Armazenamento pode ser

" " Filtragdo em gaze

‘&;.:)) *‘g:,i;;d;g%_ﬂe mantido por 6 meses em
.t temperatura ndo superior a

4°C (FB 6°Edicdo, p. 459)

Requer validagao
para ser usado

(0]

Quantificacio



PONTOS
CRITICO

Padronizagao do inéculo

Escolha um método que seja reprodutivel mesmo que o analista ndo tenha
experiéncia na fungdo. Métodos com muita variagdo de resultados devem
ser reavaliados.

Lotes testados

Sempre que gerado um novo lote é necessario realizar a promogdo de
crescimento. Assim como cada lote recebido deve ser testado (mesmo que
o lote ja tenha sido recebido previamente)

Crescimento de fungos e esporos

Aspergillus brasiliensis é um micro-organismo aerdbico. Cuidado no
crescimento em tubo para permitir a aeragao.

Suspensdo de micro-organismos esporulados: ideal que seja padronizado e
preparado uma suspensao de esporos



PROMOCAO CRESCIMENTO

~y

CONCLUSAO

Recapitulando:

Micro-organismos:

Definir forma de manipulagdo e diluigdo dos micro-
organismos é fundamental para ter um padronizagao
dos inéculos

Comparacao dos lotes:

A comparagado dos resultados pode ser feita por um
lote ja aprovado (mais recomendado) ou ainda por
uma suspensdo padronizada de indculo

Calculo de dilui¢ao:

Entender o cdlculo de diluigdo é essencial para que
os resultados sejam acurados e nao haja perda de

tempo ou ensaio

Lote a lote:

A promogdo de crescimento deve ser feito a cada
lote preparado e a cada recebimento (independente
se o lote ja foi recebido)
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