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1. INTRODUGAO

Ellner et al. em 1966 referiram o desenvolvimento de uma nova
formulagdo de &gar sangue, nomeada como &gar Columbia. As
propriedades para suportar um crescimento superior do &gar
Columbia com sangue de carneiro a 5% derivam da combinacéo de
duas peptonas com extrato de levedura como uma fonte de vitaminas
de complexo B. O amido fornece uma fonte de carbono e o cloreto de
sédio mantém o equilibrio osmético. Com a inclusédo de amido de
milho para absorver os subprodutos téxicos contidos nas amostras e
funcionando como uma fonte de energia para os organismos que
possuem alfa-amilases. O sangue de carneiro permite a detecgéo de
reacdes hemoliticas e fornece o fator X (heme) necesséario para o
crescimento de muitas espécies patogénicas. As colbnias
desenvolvidas em agar Columbia tendem a ser maiores e crescendo
de forma mais exuberante do que nos meios que contém outras
bases de agar. O agar Columbia é recomendado como um meio de
isolamento primario nas normas de MiQ e manuais de diagnéstico.
Em muitos paises europeus, este meio se tornou a opgdo de
isolamento primario mais utilizado para as amostras clinicas.

Em sua maioria, os meios contendo agar sangue sdo relativamente
livres de agUcares redutores, o que tem sido reportado, em literatura,
como uma influéncia negativa nas reagbes hemoliticas de
Streptococcus B-hemolitico. A suplementagdo com sangue (5-10%)
fornece fatores de crescimento adicionais para microrganismos
exigentes e ajuda na determinacgao das reagdes hemoliticas.

2. COMPOSICAO

Formulagéo Concentragdo/L
Hidrolisado pancreético de caseina 12,0
Peptona de carne 5,0
Extrato de Levedura 3,0
Extrato de carne bovina 3,0
Amido de milho 1,0
Cloreto de sédio 5,0
Agar Base 13,5
Acido Nalidixico 0,015
Colistina 0,01
Sangue de carneiro desfibrinado 5%
Agua deionizada 1L

pH 7,3 £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, secregdes,
sangue e outros fluidos corpdreos, 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
conservacgao 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 ndo apresente 0s requisitos
minimos.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO
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a- Principio

Placas contendo agar sangue de carneiro 5% (o volume de sangue é
ajustado conforme o VG (volume globular) a 56°C de temperatura),
adicionados antimicrobianos colistina e acido nalidixico para inibigao
de bacilos gram negativos.

b- 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, condicBes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rétulo, desde
gue isento de contaminacdo 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 gue este produto é gelatinoso e sua composicdo pode
apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagcbes de temperatura
(quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode gerar
condensagdo, de pouca 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
refrigeracdo 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 reducédo do
tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do processo de
refrigeragdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a constante troca de
temperatura pode levar a desidratacdo do meio, expor o produto a
contaminag8es ou gerar um acumulo de agua excessivo.

A agua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variacdo de temperatura, néo 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 variagGes de temperatura até a utilizacao.

c- Precaugdes e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagndstico 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 protecéo individual e coletivo;
- N&o inalar ou ingerir;

- N&o utilizar placas com sinais de contaminagdo, ressecamento ou
com alteragBes 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 “Protegdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infeccdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Para acondicionamento do material a ser autoclavado,
recomendamos 0 uso dos sacos para autoclavagéo - 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 salde.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)
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- Estufa bacteriolégica;

- Algas bacteriolégicas;

- Bico de Bunsen;

- Incubadores (para incubar com tensdo de COy);
- Geradores de ambiente.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

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 bacteriolégica 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 bacteriologica entre 35-37°C/18-24h.
A utilizagdo de geradores de ambiente (CO,, anaerobiose ou
microaerofilia) é fundamental para o desenvolvimento de
microrganismos neste meio de cultura, devendo se utilizar o ambiente
correto para a bactéria alvo. Consulte a literatura para verificar a
classificagdo dos microrganismos quanto a necessidade de ambiente
controlado.

e- AplOs a incubacdo, verificar o crescimento e a ocorréncia de
hemdlise se for o caso (evidenciada através da visualizagdo de um
halo ao redor da colénia);

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 O crescimento
apresentado néo seja o suficiente, incubar o material sob tenséo de
CO, em estufa bacteriolégica entre 35-37°C, por mais18-24h;

g- Apos o total desenvolvimento das col6nias, proceder com os
processos de identificacédo conforme estabelecido em seu laboratério;
h- A avaliagdo microscépica de coloracdes de Gram da amostra e, se
necessario, da colénia analisada pode elucidar dividas e oferecer um
melhor direcionamento para o processo de identificacéo.

7. RESULTADOS

Relatério

- N&o houve crescimento:

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

- Havendo crescimento:

“Nome do microrganismo (indicar bactéria identificada)

Contagem de colbnias (indicar resultado) UFC/mL" (apenas quando
aplicavel)

Morfologias tipicas das coldnias em agar Columbia CNA:
Microrganismo Morfologia

Dimensdes pequenas (1 mm), Umidas,
aspecto de pérola e odor caracteristico,
crescimento reduzido quando comparado
ao agar Chocolate suplementado.
Dimensdes pequenas (1 a 2 mm), de
incolores a brancas acinzentadas e
mucoides, crescimento reduzido quando
comparado ao agar Thayer-Martin.

Haemophilus influenzae

Neisseria gonorrhoeae

Dimensdes de médias a grandes (2 a 8
mm), incolores a levemente cinzas, por
vezes apresentam uma tonalidade
azulada, mucoides, crescimento reduzido
quando comparado ao &gar Chocolate
suplementado.

Colbnias redondas, convexas, opacas,
dimensdes pequenas (1 a 3 mm),
coloracdes variando entre cinza claro a
levemente esverdeado, quando tocadas
deslizam sobre o meio de cultura
permanecendo intactas, crescimento de
bom a 6timo quando comparado a outros
meios de cultura.

Colbnias baixas, de dimensdes pequenas
(1 a 3 mm), habitualmente brilhantes, com
coloragdo esverdeada, apresenta a-
hemolise na maioria das amostras,
crescimento de bom a o6timo quando
comparado a outros meios de cultura.
Colonias redondas, de dimensdes
pequenas (1 a 4 mm), habitualmente
brilhantes, com coloragdo de incolor a
branca, apresenta B-hemdlise na maioria

Neisseria meningitidis

Moraxella catarrhallis

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus agalactiae
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das amostras, crescimento o6timo a
excelente quando comparado com outros
meios de cultura.

Colénias redondas, de dimensdes
pequenas (1 a 2 mm), habitualmente
opacas, por vezes achatadas, com
coloragéo de incolor a branca, apresenta
B-hemdlise na maioria das amostras,
crescimento 6timo a excelente quando
comparado com outros meios de cultura.
Colonias de pequena dimensédo (1 a 3
mm), brancas a acinzentadas. Hemodlise
beta ou alfa, crescimento 6timo a
excelente quando comparado com outros
meios de cultura.

Coldnias pequena dimensao, mas maiores
do que os estreptococos do grupo A ou B
(2 a 4 mm), de brancas a acinzentadas.
Hemolise alfa (raramente beta),
crescimento 6timo a excelente quando
comparado com outros meios de cultura.
Coldnias de média a grande dimenséo (4
a 10 mm), brancas a cinzentas ou creme a
Staphylococcus spp. amarelas, com ou sem hemolise,
crescimento 6timo a excelente quando
comparado com outros meios de cultura.
Colbdnias de pequena a grande dimensao
(2 a 10 mm), brancas a cinzentas ou
Corinebactérias amarelas, com ou sem hemolise,
crescimento de bom a o6timo quando
comparado a outros meios de cultura
Coldnias de pequena a média dimenséo (2
a5 mm), acinzentadas, com betahemolise
fraca, crescimento de bom a étimo quando
comparado a outros meios de cultura.
Colbdnias de pequena a grande dimensao
(2 a 12 mm), brancas, podendo ser

Streptococcus pyogenes

Estreptococos (néo
pertencentes ao grupo D)

Enterococos (Grupo D)

Listeria monocytogenes

Candida spp. inibidas total ou parcialmente se sensiveis
aos inibidores.
Inibicdo parcial a total de todas as cepas
Enterobactérias Gram negativas que  apresentem

sensibilidade aos inibidores utilizados na
formulacao.

8. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

- A utilizagdo de suplementos quimicos delicados e antibi6ticos na
formulacdo podem acarretar leve foto sensibilidade, recomenda-se
proteger o produto da incidéncia direta da luz.

- A utilizacdo de &cido Nalidixico e Colistina como inibidores de
crescimento de flora Gram negativa apresenta eficacia superior a
92% para microrganismos da flora intestinal e superior a 96% para
microrganismos da flora respiratoria. Para casos que apresentem
crescimento de microrganismos resistentes aos inibidores,
recomenda-se o reisolamento especifico das coldnias de interesse
para a obtencao de uma cultura livre de interferentes.

- Algumas variacdes de colora¢ao na coldnia, morfologia, tamanho ou
intensidade de hemalise pode 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 das cepas possam
interferir no desempenho do meio de cultura afetando ou retardando
o total desenvolvimento das coldnias.

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

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

- Devido a carga de inibidores utilizados na composi¢do deste
produto, podem ocorrer hemélises tardias ou em quantidade menor,
no isolamento de cepas hemoliticas, em algumas variantes genicas.
A incubacio em tenséo de CO, reduz esta possibilidade.

- A qualidade dos resultados de analises microbiolégicas sao
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.

- Embora possam ser realizados alguns testes de diagnéstico

diretamente neste meio de cultura, é necesséaria a realizagdo de
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testes bioquimicos para uma completa identificacdo e, se indicado, a
realizacéo de testes imunolégicos usando culturas puras. Consultar a
bibliografia apropriada para mais informacdes.

Riscos residuais identificados:
- Os resultados falso—negativos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagdes:
e  Técnica de coleta inadequada
Incubacao sem tenséo de CO,
Incubacdo em temperatura inadequada
Uso de antimicrobiano prévio
Utilizagao de alca flambada néo resfriada
Tempo de incubacao insuficiente
Infeccéo cronica (infecgdo pouco ativa)
Armazenamento ou transporte de amostra inadequado
Agentes etiologicos exigentes com relacdo aos meios de
cultura
. 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 conservagao do material
Tempo longo entre a coleta e andlise
Tempo excessivo de incubagéo
Interpretacao equivocada de coldnias ndo patogénicas
Utilizagdo de material vencido, contaminado ou em
condicdes inadequadas
e Contaminagdo cruzada por uso de acessoOrios nao
esterilizados corretamente ou ambiente nédo asséptico

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado:

Cepas Resultado esperado
Proteus mirabilis Inibico total
ATCC® 25933 ¢
Staphylococcus aureus Crescimento bom — presenga de
ATCC® 25923 hemolise
Streptococcus pyogenes Crescimento bom - hemdlise
ATCC® 19615 ausente
Streptococcus pneumoniae Crescimento bom — presenga de a-

ATCC® 49619 hemdlise

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

- Andlise 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.

- Sensibilidade
- Este produto apresenta sensibilidade = 99,0% e especificidade
= 99,7% frente aos principais microrganismos n&o fastidiosos.

Sensibilidade % Especificidade %
Microrganismo (Intervalo de (Intervalo de
confianca de 95%) confianca de 95%)
Enterococcus 111/112 99.1% 216/216 100.0%
faecalis (98.3 — 99.9%) (99.8 — 100%)
Streptococcus 94/95 99.1% 119/120 99.2%
agalactiae (91.9 - 99.7%) (98.3 — 100%)
Streptococcus 140/143 97.9% 220/221 99.6%
pneumoniae (95.1 — 99.1%) (96.7 — 100%)
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Staphylococcus 161/161 100.0%
aureus (97.2 — 100%)

265/265 100%
(96.9 — 100%)

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 nas condic¢des 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
gue inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cadigo do produto

NuUmero de série

Consultar instrugdes para utilizagdo

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Né&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizag&o utilizando irradiagao

Risco biolégico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Na&o utilizar

ER

TERILEEO

-
F
m

-

Ndmero de lote

Fabricante

Validade

Produto para salde para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagdo utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugGes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliacdo de
desempenho

N&o reesterilizar

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