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Laminocultivo contendo os meios agar Sabouraud com cloranfenicol, &gar Micobiotic e
agar Candida Cromogénico, para o isolamento de fungos patogénicos provenientes de
materiais que possuem uma flora abundante ou outros fungos ou bactérias. Este meio, por
sua seletividade, ndo é recomendado para o isolamento primario de fungos (incluindo
bolores e leveduras saprdfitas), devendo ser utilizado em conjunto com outro meio de

baixa seletividade (agar Sabouraud Dextrose, por exemplo).
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1. INTRODUCAO

O Sabouraud Dextrose Agar é um meio de uso geral inicialmente
concebido para o cultivo de dermatdfitos. Atualmente, é utilizado
para o isolamento e cultura de todos os fungos por néo ser restritivo
a grupos especificos.

As peptonas existentes no meio de cultura séo fontes de compostos
nitrogenados, excelentes para o desenvolvimento de fungos. A
dextrose proporciona uma fonte de energia para o desenvolvimento
de microrganismos. A elevada concentracdo de dextrose
proporciona uma vantagem para o desenvolvimento dos fungos
(estaveis por osmose) ao passo que a maioria das bactérias nédo
tolera a elevada concentragdo de agucar. O baixo nivel de pH é
ideal para os fungos, e torna o meio inapropriado para o
desenvolvimento de bactérias.

O cloranfenicol é um antibiético de largo espectro que inibe uma
grande variedade de bactérias gram-negativas e gram-positivas,
eventualmente podera ter um efeito inibidor sobre fungos
patogénicos devendo ser utilizado em conjunto com outro meio de
baixa seletividade (agar Sabouraud Dextrose, sem cloranfenicol, por
exemplo).

O éagar Micobiotic baseia-se no meio Mycophil Agar, um meio
utilizado para o cultivo, cromogenese e manutencao de fungos.

A presenca de peptonas e glicose estabelecem as condi¢des ideais
para o desenvolvimento dos dermatéfitos. O pH final do meio, a
presenca de cloranfenicol e cicloheximida favorecem o crescimento
de fungos patogénicos e inibe o desenvolvimento de bactérias e
fungos saprofitas.

A manutencdo de um pH neutro a levemente alcalino favorece o
crescimento de fungos e bolores, ao mesmo tempo que dificulta o
crescimento de bactérias. A adi¢do de cloranfenicol e cicloheximida
como inibidores bacterianos promove a seletividade do meio de
cultura, devido a resisténcia dos fungos a estes agentes e a
sensibilidade da grande maioria das bactérias e fungos saprofitas. A
presenca de peptonas especificas e glicose estabelecem as
condi¢gbes ideais para o desenvolvimento dos dermatoéfitos. As
fontes de nitrogénio, vitaminas e carbono sédo fornecidas pela
digestao enzimatica de farelo de soja no agar Micobiotic. A dextrose
¢é a fonte de carboidrato.

A inclusdo de substratos cromogénicos no meio, as col6nias de
C. albicans, C. tropicalis e C. krusei produzem diferentes cores,
permitindo a detecgédo direta destas espécies de leveduras na placa
de isolamento primério. A presenca de cloranfenicol presente no
meio inibe a maioria de contaminantes bacterianos. Devido as
diferencas na morfologia e cores das coldnias de leveduras o meio
facilita a identificagdo de contaminantes ou culturas mistas.
Também pode ser utilizado para cultivo de outras espécies de
leveduras e fungos filamentosos ao invés de agar Sabouraud ou
similar, porém sem resposta cromogénica definida.

2. COMPOSICAO

Agar Sabouraud com Cloranfenicol* g/L
Hidrolisado pancreéatico de caseina 5,0
Hidrolisado péptico de tecido animal 5,0
Dextrose 40,0
Cloranfenicol 0,05
Agar Base 16.0
H20 ultra purificada 1L

pH 5,6 £ 0,2 a 25°C
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Agar Micobiotic* g/L
Hidrolisado papainico de farinha de soja 10,0
Dextrose 10,0
Cicloheximida 0,4

Cloranfenicol 0,05
Agar Base 16,0
H20 ultra purificada 1L

pH 6,9 £0,2 a 25°C

Agar Candida Cromogénico* g/L
Cromopeptona 10,0
Dextrose 20,0
Mistura de cromégenos 2,0
Cloranfenicol 0,5
Agar Base 15,0
H20 ultra purificada 1L

pH 5,9 £0,2 a 25°C

*As formula¢des podem ser ajustadas e/ou suplementada, conforme
necessario, para cumprir os critérios de desempenho.

3. MATERIAL

a- Amostras

- Nao ha restricdes quanto ao tipo de amostra a ser utilizada neste
meio de cultura. Pode, em alguns casos, ser necessaria a cultura
conjunta com um meio nao seletivo, agar Sabouraud dextrose, para
o0 analista ter uma resposta completa.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservacao 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.

b- Precaucdes e cuidados especiais

- Produto destinado ao uso diagndstico in vitro;

- Nao usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado.

- Antes de descartar o material usado, invariavelmente, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Para acondicionamento do material usado,
recomendamos o uso do Detrilab.

4. INFORMACOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Reagente

Laminocultivo contendo os meios agar Sabouraud com cloranfenicol
(Face 2), agar Candida Cromogénico (Face la — superior, proximo
da tampa) e agar Micobiotic (Face 1b — inferior, distante da tampa).

b- Armazenamento e estabilidade

O produto deve ser armazenado a temperatura entre 2°C a 12°C,
condigbes em que se mantém estavel até a data de vencimento
expressa em rétulo, desde que isento de contaminag&o de qualquer
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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 composicédo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagBes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensacao.

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 utilizagdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubagdo em estufa (+ 37°C) para
reducdo do tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do
processo de refrigeracio/estabilizacdo ndo € recomendada, a
constante troca de temperatura pode levar a desidrata¢do do meio,
expor o produto a contaminacdes ou gerar um acimulo de agua
excessivo.

A &gua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagdo de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento, contaminagdo ou
diminuicdo de espessura.

Devido a presenca de antibiéticos e cromégenos na formulacéo,
recomenda-se manter o produto protegido de incidéncia direta de
luz (natural ou artificial) e evitar grandes variagdes de temperatura
até a utilizacéo.

d- Precaucdes e cuidados especiais

- O produto é fornecido estéril. Caso seja evidenciada contaminagdo
microbiana ou a embalagem esteja violada ou danificada antes de
seu uso, ndo utilizar e entrar em contato com o SAC (Servigo de
Assessoria ao cliente).

- O produto destinado apenas para o uso diagnostico in vitro;

- Uso restrito por profissionais de andlises clinicas;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protecdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;

- N&o utilizar tubos com sinais de contaminacao, ressecamento ou
com alteracBes 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 “Protegéo de
Trabalhadores de Laboratério e Infeccdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Antes de descartar o material usado, autoclavar a 121°C por 20
minutos. Para acondicionamento do material usado, recomendamos
0 uso do produto Detrilab.

- Contate o servico de vigilancia sanitaria de sua regido para
garantir o cumprimento correto da legislacdo de descarte de
produtos potencialmente contaminantes.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém n&o
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Bico de Bunsen;

- Alcas bacteriolégicas (ou outro aparato para dispensacdo de
amostra).

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- ldentificar cada tubo seguindo os critérios adotados pelo
laboratorio;

b- Semear o material por estriamento na superficie no meio
utilizando swab ou alca bacterioldgica;

c- Incubar em estufa entre 20 a 25°C, por periodo de tempo exigido
pela técnica adotada.

d- Realizar leitura analisando as col6nias seguindo procedimento
padréo do laboratério.

Observacgdes:

1- Semear a amostra sobre 0 meio 0 mais rapidamente possivel,
ap6és a recepcdo no laboratério. O tubo para cultura é usado
principalmente para isolar culturas puras das amostras que contém
flora mista. Em alternativa, se o material for cultivado diretamente de
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uma zaragatoa, rolar a zaragatoa sobre uma pequena area da
superficie, na extremidade, em seguida, espalhar a partir da area
inoculada.

2- Se a amostra for composta por raspas de pele, cabelo ou unhas,
colocar o material no centro da superficie do meio. Se for possivel,
as particulas maiores devem ser ligeiramente prensadas sobra a
superficie por meio de pingas estéreis de modo a fazer contato com
0 meio, para amostras sélidas, efetuar uma pequena perfuragdo no
meio e inserir parte da amostra para dentro do meio.

3- Para o isolamento de fungos que causam micoses sistémicas,
devem ser inoculados dois conjuntos de meios, sendo um deles
incubado a uma temperatura entre 25 e 30°C e um duplicado do
meio, a uma temperatura entre 35 e 37°C.

4- Recomenda-se a inclusdo de um tubo de Sabouraud Dextrose
Agar para fornecer uma indica¢do de todos os fungos patogénicos,
ou nao, presentes na amostra.

5- Recomenda-se, também, inoculagdo em meio de cultura ndo
seletivo, como &gar sangue ou agar chocolate, para a indicagédo de
possiveis elementos patogénicos bacterianos presentes na amostra.

6- Se a utilizacdo tiver o objetivo de detecgdo de leveduras (por
exemplo, Candida spp.) em amostras clinicas, incubar durante 48 h
a uma temperatura entre 30 e 35°C. A utilizagdo do meio de cultura
agar Candida Cromogénico apresenta maior rapidez de crescimento
e maior facilidade na diferenciacdo das principais espécies. Se
houver suspeita de fungos filamentosos, incluindo dermatéfitos,
incubar durante um maximo de uma semana a uma temperatura de
25 a 30°C. Os dermatoéfitos requerem, habitualmente, 3 a 6
semanas para produzir crescimento. Se a incubag&o durar mais de
3 dias, proporcionar condi¢cdes adequadas de humidade, sugere-se
a ndo utilizacdo de estufas com ventilacdo ou circulacéo de ar, por
promoverem uma rapida desidratacdo do meio de cultura, e a
utilizagcdo de camara himida préxima aos tubos. Apds semeados,
os tubos devem ter as tampas fechadas parcialmente, tampas que
forem totalmente fechadas impedirdo o minimo contato com o
oxigénio, dificultando o desenvolvimento de alguns fungos.

7- Devido as diferentes indicagGes de temperatura de incubagdo
indicadas para diferentes fungos, podendo varias de 25 a 42°C,
recomenda-se a utilizacdo de literatura especifica para definir a
temperatura ideal de incubacao para o agente alvo.

8- Os periodos de incubagdo, também, apresentam grandes
variacdes frente aos fungos de interesse, podendo varias de 3 a 6
dias até 45 a 60 dias de incubagao. Compete ao laboratério definir
os periodos de incubagdo adequados a sua rotina.

9- Devido ao grande numero de fungos existente, ndo se inclui
neste documento detalhes sobre caracteristicas destes, sugere-se a
utilizacéo de literatura especifica para eventuais elucidacoes.

7. RESULTADOS

Relatérios

As analises que apresentarem auséncia de crescimento ou
crescimento exclusivo de fungos saproéfitas, sugere-se a liberagao
como: Negativo apés XX dias de incubagéo.

As analises que apresentarem crescimento de fungos, compativeis
fenotipicamente com patégenos, devem ser submetidas ao
processo de identificacdo, conforme definido pelo laboratério,
sugere-se a liberagdo como: “Nome do fungo patogénico”

Apés o tempo e condigcbes ideais de incubagdo, avaliar as
caracteristicas das coldnias e efetuar analise microscépica, se
necessario, proceder com testes bioquimicos e/ou sorolégicos para
correta identificacéo do agente.

Caracteristica das col6nias no agar Candida Cromogénico:
Analisar as col6nias isoladas ap6s incubag&o de acordo com as

caracteristicas descritas a seguir.
- Candida albicans: Col6nias verde a verde claro.
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- Candida tropicalis: Colbnias azuis acinzentadas a azuis
esverdeadas ou azuis metalizadas, podendo apresentar ou néo
halos violetas no meio de cultura.

Outras espécies de leveduras podem desenvolver colénias com sua
cor natural (creme) ou colénias de cor malva a malva escura
(p.ex. Candida glabrata e outras espécies) devendo ser identificadas
por metodologias tradicionais.

Algumas cepas de Candida dubliniensis podem desenvolver
colénias com coloragdo verde escuro no isolamento primario, no
entanto, esta propriedade pode ndo se manter na subcultura. Para a
identificacdo provas bioquimicas ou ensaios genotipicos podem ser
realizados para um estudo mais aprofundado.

Fungos filamentosos podem metabolizar os  substratos
cromogénicos, presentes no meio e desenvolver cores nas suas
colénias.

8. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais avaliados conforme RDC 830/2023)

- Alguns fungos patogénicos podem ser inibidos pelos
antimicrobianos existentes neste meio. Desta forma, sugere-se a
inoculacdo conjunta com &gar Sabouraud Dextrose, quando
utilizados meios que contenham cloranfenicol e/ou cicloheximida.

- Os bolores (ex: Aspergillus spp.) e uma variedade de espécies
de leveduras séo frequentemente consideradas ndo patogénicas,
mas podem causar ocasionalmente infec¢des, especialmente nos
doentes graves e imunocomprometidos. Normalmente, estes
fungos ndo apresentam bom desenvolvimento em meios que
contenham cicloheximida e cloranfenicol. Assim, devem ser
incluidos meios fangicos que ndo contenham este inibidor.

- Devido a uma grande variagdo nas temperaturas de
desenvolvimento dos fungos, podera ser necessario inocular varios
tubos e incuba-los em temperaturas diferentes.

- Nocardia e Actinomyces sdo bactérias filamentosas (e néo
fungos), estas ndo se desenvolvem em meios de cultura que
contém inibidores bacterianos como o cloranfenicol.

- A utilizac@o de inibidores na formulagcao pode acarretar leve foto
sensibilidade, recomenda-se proteger o produto da incidéncia direta
da luz.

- Algumas variagbes de colora¢&o na col6nia, morfologia, tamanho
ou intensidade de cor pode 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 perfil
de resisténcia. E possivel que caracteristicas Gnicas ou mutadas da
cepa possam interferir no desempenho do meio de cultura afetando
ou retardando o total desenvolvimento das colonias e/ou o
desempenho dos discos com antibitico, para casos em que o
laboratdrio realize antifungigrama.

- A qualidade dos resultados de analises microbioldgicas é
intimamente ligada a qualidade da amostra, as melhores préaticas
pré-analiticas, como cuidados extremos com a assepsia do
processo ou paciente, garantem um melhor resultado.

- Os fungos filamentosos e outras leveduras podem apresentar
coloragdes distintas no agar Candida Cromogénico quando
comparadas com outros meios, como o Sabouraud Agar.

- No agar Candida Cromogénico, Candida glabrata, Candida
parapsilosis e Candida dublinienses ndo podem ser diferenciadas
com este produto.

- Durante a incubag&o e armazenamento minimizar a exposicao dos
meios ao contato com a luz para evitar danos aos cromoégenos e
antibidticos.

- N&o incubar em atmosfera rica em CO2.

- Espécies de Cryptococcus neoformans e fungos filamentosos
podem necessitar de um tempo maior de incubagdo e
possivelmente uma menor temperatura de incubac¢do conforme
indicado em literatura.

- Riscos Residuais identificados
Os resultados falsos negativos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situacdes:
e  Técnica de coleta inadequada
Incubacdo em temperatura inadequada
Uso de antifungico prévio
Utilizacao de alga ou agulha flambada néo resfriada
Tempo de incubacéo insuficiente
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Infeccéo cronica (infeccdo pouco ativa)

Armazenamento ou transporte de amostra inadequado
Exposicao do meio a luz.

Agentes etiolégicos exigentes com relagdo aos meios de
cultura

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

Os resultados falsos positivos podem ocorrer, com maior frequéncia,
nas seguintes situacdes:
e  Técnica de assepsia inadequada
Erro na conservagao do material
Tempo longo entre a coleta e andlise
Tempo excessivo de incubagéo
Interpretacdo equivocada de coldnias
Utilizacdo de material vencido, contaminado ou em
condicdes inadequadas
e Contaminagdo cruzada por uso de acessoOrios nao
esterilizados corretamente ou ambiente ndo asséptico
e  Presenca de perfis de isolados raros e diferenciados

9. CONTROLE DA QUALIDADE
- Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado:

Agar Sabouraud com Cloranfenicol:

Especificagcao Resultado esperado

Produtividade Qualitativa
Candida albicans - ATCC® 10231
Incubacéo: 20-25°C <ou= 5 dias

Crescimento bom

Produtividade Qualitativa Crescimento bom,
Aspergillus brasiliensis - ATCC® 16404 sem espalhamento
Incubagdo: 20-25°C <ou= 5 dias da coldnia

Seletividade Qualitativa
Escherichia coli - ATCC® 25922
Incubagéo: 20-25°C <ou= 5 dias

Inibig&o total

Meio de coloragéo

Meio néo inoculado
bege

Agar Micobiotic:

Especificacao Resultado esperado

Produtividade Qualitativa
Trichophyton interdigitale - ATCC® 9533
Incubagéo: 20-25°C <ou= 5 dias

Crescimento bom

Produtividade Qualitativa
Candida albicans - ATCC® 10231
Incubacéo: 30-35°C / 72horas

Crescimento bom

Seletividade Qualitativa
Escherichia coli - ATCC® 25922
Incubacéo: 33-37°C / 72horas

Inibig&o total

Seletividade Qualitativa
Aspergillus brasiliensis - ATCC® 16404
Incubacao: 20-25°C <ou= 5 dias

Inibigéo total ou
parcial

Seletividade Qualitativa
Penicillium roqueforti - ATCC® NRRL 849
Incubagé&o: 20-25°C <ou= 5 dias

Inibic&o parcial a
total

03




FUNGLAB

Meio de coloragédo

Meio néo inoculado
bege

Agar Candida Cromogénico:

Cepas Resultado esperado

Produtividade Qualitativa Crescimento bom —
Candida albicans - ATCC® 10231 colonias verde a
Incubacéo: 33-37°C / 36-48horas verde claro

Crescimento bom —
coldnias azuis
acizentadas a azuis
esverdeadas ou
azuis metalizadas
com ou sem halos
violetas no meio
circulante

Produtividade Qualitativa
Candida tropicalis - ATCC® 1369
Incubacéo: 33-37°C / 36-48horas

Meio sélido de
coloragdo ambar
clara a amarelado

Meio néo inoculado

- 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.

10. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Cadigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

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

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigbes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessoOrios necessarios estejam em
boas condi¢Bes de uso, manutencéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sao repetidos periodicamente conforme
calendario 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 ddvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigco de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
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 instrugdes para utilizagao

Temperatura de armazenagem
(limite de temperatura)

N3o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagdo utilizando irradiagdo

Risco biologico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

ERILE| ,

[LoT]
o™ |

o
v5)

§
O

b

TERILEEO

1

Numero de lote

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagdo utilizando éxido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou
calor seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugGes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliagdo de
desempenho

Nao reesterilizar

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