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1. INTRODUGAO

No processo de identificagdo de estafilococos, a prova de
resisténcia a novobiocina, permite distinguir cepas de
Staphylococcus saprophyticus de outros estafilococos néo
produtores de coagulase. Em raras ocasides, outras cepas
resistentes a novobiocina como S. cohnii e S. xylosus, podem ser
isoladas em humanos, devendo-se proceder a outras provas para
sua correta identificagdo. O S. schleiferi, € um microrganismo que
coloniza pele e orelha de cées e gatos causando infecgdo de pele
nestes animais, sendo assim, causadores de zoonoses, podendo
ser confundido com S. aureus.

O Staphylococcus saprophyticus foi recentemente reconhecido
como uma causa significativa de infecgbes do trato urinario,
especialmente em mulheres jovens. No seu esquema de
identificagdo de estafilococos em humanos, Kloos e Schleifer
apresentaram a resisténcia a novobiocina como identificagdo
presuntiva para este microrganismo. Recomendaram a utilizagéo de
um disco de novobiocina com 5 pug em agar P especialmente
formulado, contudo, mais tarde, outros investigadores
reexaminaram o método e, hoje em dia, o0 meio Mueller Hinton com
5% de sangue de carneiro é o meio aceito para este teste.

2. COMPOSI(}AO
Formulagdo Concentr;gaolDlSC

Novobiocina 5ug

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

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Colénias recentes de estafilococos n&o produtores de coagulase.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeigdo 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 n&o apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que nido apresente os requisitos
minimos.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

A resisténcia a novobiocina é o parametro que diferencia os
estafilococos coagulase negativos clinicamente significativos das
espécies com menor significado clinico. O método baseia-se no
teste de difusdo em disco de antibiético, de Bauer e Kirby.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério os discos devem ser
armazenados em temperatura de -20 a 8°C, condi¢des em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em roétulo,
desde que isento de contaminacéo de qualquer natureza.

c- Precaugbes e cuidados especiais
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- O produto é 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;

- Nao inalar ou ingerir;

- 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 “Protecdo 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 servigcos de saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Pinga;

- Estufa bacterioldgica;

- Swab estéril;

- Escala de Mac Farland;

- Agar Mueller Hinton com 5% de sangue de carneiro;

- Solugéo salina (NaCl 0,85%) estéril;

- Bico de Bunsen.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Deixar o produto adquirir a temperatura ambiente, bem como a
placa de agar Mueller Hinton com 5% de sangue de carneiro.

b- Inocular assepticamente em um tubo de salina (NaCl 0,85%)
estéril, colénias puras do microrganismo a analisar, de modo a
formar uma solugdo com turvagéo equivalente a Escala 0,5 de Mac
Farland;

c- Na placa de agar Mueller Hinton com 5% de sangue de carneiro,
inocular o material proveniente da suspensdo em salina por
estriamento em sua superficie usando um swab estéril;

d- Com o auxilio de uma pinga estéril, adicionar assepticamente a
placa o disco de novobiocina, pressionando os mesmos com
cuidado;

e- Incubar o material em estufa bacteriolégica a 35°C por 18-24h;

f- Medir o didametro dos halos na zona de inibigo com régua
apropriada, a utilizagdo de paquimetro é recomendada.

g- Realizar a interpretagédo do halo, conforme tabela abaixo:

7. RESULTADOS
Halo Interpretacao
> 16mm Sensivel
<ou=16 mm Resistente

O Staphylooccus saprophyticus é resistente a novobiocina com
halos de inibigdo, em geral, inferiores a 12 mm.
OBS: Ha possibilidade de se isolar clinicamente cepas de S. cohnii
e S. xylosus que sao resistentes a novobiocina.
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8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

Os resultados falsamente reagentes ou nédo reagentes, riscos
associados a instabilidade, que poderiam levar a resultados
errbneos, danos relacionados ao usuario, podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagdes:

- Incubagao em temperatura inadequada.

- Tempo de incubacéo insuficiente.

- Interpretagéo equivocada de halos de inibigéo.

- Armazenamento ou transporte de amostra inadequado.

- Agentes etiolégicos exigentes com relagdo aos meios de cultura.

- Necessidade de meios especiais para o crescimento de um agente
infeccioso especifico.

- Técnica de assepsia inadequada.

- Erro na conservagao do material.

- Tempo longo entre a semeadura da amostra e analise.

- Tempo excessivo de incubagao.

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

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

- Presenca de perfis de resisténcia diferenciados.

- O Meio de Agar Mueller Hinton com 5% de sangue de carneiro,
utilizado deve estar com pH e composigao quimica adequada.

- As placas devem ter espessura entre 4 e 5 mm (se a camada for
muito espessa os halos diminuem, e se for muito delgada, os halos
aumentam).

- Inéculos mais carregados (acima do padrdo 0,5 da escala Mac
Farland) fornecem resultados falsamente diminuidos e indculos
mais fracos resultados falsamente aumentados.

- A pré-incubagdo da placa em estufa por 5 minutos apds a
inoculagdo com o swab é importante para remover o excesso de
umidade, que pode causar a difusdo erratica do antibidtico apos a
implantacao dos discos.

- Observar critérios para escolha dos antibidticos apropriados para a
bactéria em analise.

- O uso de swabs a base de algoddo ndo é recomendado pela
possibilidade dos acidos graxos naturais presentes no material
interferirem no crescimento bacteriano.

- A temperatura de incubacao deve ser rigorosamente controlada.

- A ndo incubagdo com geradores de CO, resulta em resultados
falsamente aumentados.

- O tempo de incubacgao indicado ndo deve ser nem abreviado nem
aumentado sob risco de se obterem resultados falsamente
diminuidos (pouco tempo) ou falsamente aumentados (mais tempo)
- Ha possibilidade de se isolar clinicamente cepas de S. cohniie S.
xylosus que séo resistentes a novobiocina.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado:

Parametro Resultado esperado
Staphylococcus epidermidis > 16mm
ATCC® 12228
Staphylococcus saprophyticus <ou =16 mm

ATCC® 35552

Discos de 6 mm de
diametro, coloragéo branca,
com a sigla do produto (NOV

5mcg). O indicador de
umidade deve estar azul.

Discos n&o utilizados

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

- Interpretagéo e avaliagdo
Espera-se que cada cepa testada produza um halo inibitério dentro
dos limites estabelecidos para controle.
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Considerando que apds aberto o frasco a tendéncia do antibiotico &
de ter sua poténcia diminuida com o passar do tempo, € normal o
decréscimo dos valores dos halos de inibicdo. Uma vez que os
valores atinjam pontos muito préximos ou inferiores aos limites
minimos preconizados, recomenda-se que o0s discos sejam
desprezados.

Resultados alterados no controle de qualidade implicam em revisao
completa de todos os componentes do sistema analitico. Nestas
circunstancias ndo se recomenda a liberagédo dos resultados até que
sejam investigadas as causas do desvio de controle.

- Andlise dos resultados

As cepas testadas devem produzir um halo inibitério dentro dos
limites estabelecidos para controle. Caso se constate algum
problema ou diferenga, os resultados de amostras clinicas nao
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 - Codigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

- O usuario conhega e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados em condigbes
adequadas;

- Os equipamentos e demais acessoérios 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 até a data
de vencimento expressa em rotulo. Os certificados de andlise de
cada lote podem ser obtidos no site www.laborclin.com.br . Em caso
de duvidas ou quaisquer problemas de origem técnica, contatar o
SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027. Quaisquer problemas que inviabilizem uma boa resposta
do produto, que tenham ocorrido comprovadamente por falha da
Laborclin seréo resolvidos sem 6nus para o cliente.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Fl E F Cadigo do produto LOT Numero de lote

Fabricante

E H Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagéo Validade

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>

) Fragil, manusear com cuidado
ensaios

_/ﬂ/ Temperatura de armazenagem (limite Pr%?:t(:]g;ios;us;;gara
de temperatura) g ’
)

STERIL H Esterilizado utilizando técnicas STERILE EO| Esterilizag&o utilizando 6xido de

assépticas de processamento etileno
- - - . L Esterilizado utilizando vapor ou calor
TEFII-E Esterilizagao utilizando irradiagao STERILE| ,
seco.
--)\ Risco biolégico Cuidado. Importante consultar
A5 B 9 instrucdes de uso.
| CONTROL Controle |I:ONTHGL]—: Controle Negativo

|CDHTHDL] - Controle Positivo Manter seco

Manter afastado da luz solar e longe Somente para avaliagéo de

'--..\;-"_.--' 7

a— - —

*’: \\ do calor I] desempenho
® N&o utilizar @

N&o reesterilizar

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