AGAR HTM

Finalidade:

E LABORCLIN

uma empresa Solabia Group
-—

Meio de cultura destinado a realizagdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo
método de disco-difusdo para Haemophilus spp. segundo descrito pela Norma Aprovada

M2-CLSI, publicada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Registro ANVISA:

10097010-114

Apresentacgao:

540212 — HTM AGAR-25mL-PL90X15-10PL

1. INTRODUGAO

Em 1966, Bauer, Kirby e outros desenvolveram um padrdo para o
teste de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias comuns em
que o agar Mueller Hinton foi selecionado como meio de teste.
Porém o agar Mueller Hinton nao é satisfatério para microrganismos
fastidiosos como alguns estreptococos, gonococos e espécies de
Haemophilus.

Membros do género Haemophilus sdo microrganismos fastidiosos
que exigem a adigdo dos fatores de crescimento hemina (Factor X)
e / ou dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD ou Fator V).

O Meio de Teste para Haemophilus (HTM), consiste em agar de
Mueller Hinton suplementado com factor X (hemina ou hematina),
fator V (dinucledtido de nicotinamida adenina, NAD) e extrato de
leveduras.

Contém niveis baixos de timidina sendo, por isso, adequado para
testes com trimetoprim/sulfametoxazol.

Sua grande vantagem, a possibilidade de medigdes do diametro da
zona a partir do fundo da placa, devido a transparéncia do meio,
quando comparado com o Agar de chocolate de Mueller Hinton,
como o exigido em procedimento de teste padrao para
microrganismos n&o exigentes em Agar de Mueller Hinton.

Os critérios de interpretagdo do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos sao fornecidos na norma M100, incluida no CLSI.

2. COMPOSICAO

Formulago Concelttragéol

Extrato de Carne 2,09
Hidrolisado de Caseina 17,5
Amido 1,59

Agar 17,09
Extrato de Levedura 5,09
Hematina 0,015g
Dinucleétido de adenina nicotinamida 0,015g
(NAD) ’

pH 7,3 +0,1a25C
A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

Culturas recentes de bactérias, preferencialmente over-night,
isoladas de agar chocolate. Caso ndo seja possivel a execugdo da
prova apos 20 a 24 horas de incubagéo, realizar novo repique das
coldnias. Descartar culturas que se apresentem contaminadas ou
nas quais existam diversas espécies cultivadas que nao possam ser
separadas visualmente.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

Placas contendo agar HTM, formulado agar mueller Hinton
suplementado com factor X, fator V e extrato de leveduras.

b- Armazenamento e estabilidade
Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério as placas devem ser
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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 é gelatinoso e sua composicéo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagdes 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
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 utlizacdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubagdo em estufa (+ 37°C) para
redugdo do tempo de secagem ou estabilizagdo. A repeticdo do
processo de refrigeragdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a
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
variagdo de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuigdo de
espessura.

Devido a presenga de suplementos quimicos sensiveis, recomenda-
se manter o produto protegido de incidéncia direta de luz (natural ou
artificial) e evitar grandes variagdes de temperatura até a utilizagao.

c- 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;

- Nao utilizar placas com sinais de contaminagao, 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 “Protecéo 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 MARGCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de salde.
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5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Algas bacteriologicas;

- Bico de Bunsen;

- Incubadores (para incubar com tenséo de COy);

- Geradores de ambiente.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a-Retirar as placas e os discos da geladeira cerca de 20 a 30
minutos para que adquiram a temperatura ambiente antes da
execugao da prova.

b- Utilizar para o antibiograma, coldnias provenientes de cultura
recente.

c- Com uma alga bacteriologica tocar na colénia a ser testada.
Suspende-la em Mueller Hinton caldo ou em Salina estéril (NaCl
0,85%) até a obtengdo de uma turvagdo compativel com a escala
0,5 de Mac Farland (4 a 1x10® UFC/mL).

d- Embeber um swab estéril na suspensao bacteriana,
comprimindo-o contra as paredes do tubo para tirar o excesso da
suspensdo. Semear em seguida de forma suave em pelo menos 5
diregbes na placa, abrangendo toda a superficie;

e- Aguardar aproximadamente 10 a 15 minutos para a superficie do
agar secar;

- Com auxilio de uma pinca flambada e resfriada, colocar os
monodiscos ou multidiscos, sobre a superficie do meio inoculado,
exercendo uma leve pressdo com a ponta da pinga para uma boa
adeséo dos discos;

g- Incubar a placa com os discos em estufa bacteriologica a 35 +2°C
por 16 a 18 horas, em tenséo de COy;

h- Ap6s incubacéo, realizar medi¢do dos halos sob luz refletida

7. RESULTADOS

- Com o auxilio de uma régua ou paquimetro medir o didmetro dos
halos inibitérios de cada disco.

- Consultar a tabela apropriada no documento M100 (CLSI) para
determinar a sensibilidade ao antimicrobiano testado.

- Liberar os resultados como sensivel, intermediario ou resistente,
dependendo dos didmetros das zonas obtidos.

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 35/2015)

Os resultados falsamente positivos ou negativos podem ocorrer,
com maior frequéncia, nas seguintes situagdes:

- Inéculo diferente de 0,5 da Escala de Mac Farland. Inéculos mais
carregados fornecem resultados falsamente positivos e in6culos
mais fracos fornecem resultados falsamente negativos. A suspenséo
de 0,5 McFarland contera aproximadamente 1 a 4 x 10® UFC/mL.
Cuidados devem ser tomados na preparagao desta suspenséao, pois
concentragbes mais elevadas de inéculo podem levar a resultados
falsos-resistentes com alguns agentes antimicrobianos f-lactamicos,
particularmente quando testadas as cepas produtoras de f-
lactamase de H. influenzae.

- 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 paradmetros podem consequentemente ficar defasados ou
até mesmo ndo ocorrer. Em colbnias recentes (inferior ao periodo
de 18 horas) ndo se encontram com o metabolismo bem definido, e
algumas provas podem n&o ocorrer.

- Incubagédo em temperatura inadequada.

- Utilizagéo de agulha flambada nao resfriada.

- Interpretacdo equivocada de resultados.

- Técnica de assepsia inadequada.

- Tempo excessivo ou insuficiente de incubagédo. Tempo excessivo
de incubacdo fornece resultados falsamente positivos e tempo
insuficiente fornece resultados falsamente negativos.

- Utilizacdo de material vencido, contaminado ou em condi¢des
inadequadas.

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

- Utilizagdo de meios de cultura com aparéncia alterada.

- Nao aguardar para que os materiais atinjam a temperatura
ambiente no momento do uso.
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- A ndo incubagado dos tubos com a tampa frouxa pode ocasionar
falsos resultados negativos.

- A nao utilizagdo de reativo fornecido juntamente com os tubos
pode ocasionar falsos resultados negativos ou positivos.

- Erro na conservagéo do produto pode ocasionar desidratacdo do
meio e alteragao das propriedades dos componentes

- Um encolhimento excessivo deste meio devido a dessecagéo pode
dar origem a resultados falsos de sensibilidade.

- A utilizagdo de suplementos quimicos delicados na formulagao
pode acarretar leve foto sensibilidade, recomenda-se proteger o
produto da incidéncia direta da luz.

- Algumas variagdes de coloragédo na col6nia, morfologia e tamanho
podem ocorrer, devido a caracteristicas Unicas da cepa analisada.

- A presenga 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.

- Com o trimetoprim e as sulfonamidas, os antagonistas do meio
poderao permitir um ligeiro crescimento. Ignore este crescimento
(inferior ou igual a 20% da extensdo da zona de crescimento),
medindo a margem mais 6bvia.

- Os meios devem ter espessura de 4 mm ndo podendo ser
inferiores a (podendo provocar resultados falsamente aumentados
ou diminuidos);

- Utilizar no maximo 6 discos nas placas de 90x15mm.

- Observar critérios para escolha dos antibiéticos apropriados para a
bactéria em analise e suas resisténcias intrinsecas;

- Aguardar para que os materiais atinjam a temperatura ambiente no
momento do uso, e guarda-los em temperatura apropriada
imediatamente apés o uso;

- O uso de swabs com base de algodao e/ou haste de madeira nao
sdo recomendados. Varios trabalhos mostraram que os acidos
graxos naturais presentes no material interferirem no crescimento
bacteriano;

- Com algumas combinagdes de microrganismos-agente
antimicrobiano, a zona de inibicdo podera ndo ter um limite bem
demarcado, o que podera conduzir a interpretagdes incorretas.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessdrios

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

- Controle de qualidade recomendado:

Parametro Incubacao Resultado esperado
Haemophilus influenzae
ATCC® 49247
(Ampicilina) 35°C/ Consultar Tabela: “Disk Diffusion:
Haemophilus influenzae 16-18h Quallty Control Ranges for
ATCC® 49247 CO2 — 5-7% Fastidious Organisms”,

(Cloranfenicol) documento M100 do CLSI.

Haemophilus influenzae
ATCC® 49247
(Sulfazotrim)

Meio sélido levemente opaco, com coloragdo
bege a levemente amarelada, podendo conter
precipitados finos e negros no meio. Espessura
do meio: no centro minimo de 4 mm e na borda
maximo de 5 mm.

Meio néo inoculado

Espessura no meio

(medir centro e borda) 4 mm

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

- Analise dos resultados

Foi comparado o desempenho do agar HTM, frente ao agar Mueller
Hinton e agar Mueller Hinton Chocolate, utilizando 219 amostras
com resultados de sensibilidade conhecidos. O &gar HTM
apresentou concordancia de 99,6% quando comparadado ao &gar
Mueller Hinton chocolate e de 95,4% quando comparado ao agar
Mueller Hinton.
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As divergéncias de resultados se deram em duas amostras
sabidamente resistentes onde o agar Mueller Hinton Chocolate
apresentou resultados intermediario e sensivel, e em cinco
amostras sabidamente resistentes onde agar Mueller Hinton
apresentou resultados sensiveis. Em todas essas amostras o agar
HTM apresentou a sensibilidade esperada, ficando evidenciada a
maior precisdo na geragao de halos de sensibilidade.

10. GARANTIA DA QUALIDADE
A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Coédigo de

Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor

desempenho, é necessario que: wﬂm

- O usuario conhega e siga rigorosamente o presente procedimento U ssmcess SOLADS Seoun

técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigbes Laborclin Produtos para Laboratdrios Ltda
indicadas; CNPJ 76.619.113/0001-31

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em Insc. Estadual 1370012926

boas condigbes de uso, manutengao e limpeza. Rua: Casimiro de Abreu, 521

Pinhais/PR CEP 83.321-210
Telefone: (41) 3661-9000
www.laborclin.com.br

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 Responsavel Técnico:
expressa em rétulo. Os certificados de analise de cada lote podem Maire Wakamori — CRF/PR-20176
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas ou Servigo de Assessoria ao Cliente
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o SAC 0800-0410027

SAC - Servico de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800- sac@laborclin.com.br

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 seréo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Codigo do produto

NUmero de série

Consultar instrucoes para utilizacao

Numero de lote

Fabricante

Validade

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Produto para salde para
diagnostico in vitro.

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizacao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizacao utilizando irradiacao

Risco biologico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

Esterilizado utilizando vapor ou
calor seco.

Cuidado. Importante consultar
instrucoes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliacdo de
desempenho

Nao reesterilizar
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