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Meio utilizado para o isolamento, diferenciacéo e triagem das espécies de Candida albicans
Candida krusei e Candida tropicalis isolados de materiais clinicos. Devido as diferengas
morfolégicas e nas cores das coldnias das leveduras, pela assimilagdo do substrato
cromogénico, este meio facilita a detecgdo destes isolados nas culturas. Também pode ser
utilizado como meio de isolamento para outras leveduras e para fungos filamentosos em

substituicdo ao Agar Sabouraud ou meio similar.

Registro ANVISA:
10097010166

Apresentagoes:
540115 - CANDIDA CROMOGENICO-20mL-PL 90X15-PC 10PL

1. INTRODUGAO

Com a inclusdo de substratos cromogénicos no meio de cultura, as
colénias de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei produzem
diferentes cores, permitindo a detecgédo direta destas espécies de
leveduras na placa de isolamento primario. A presenga de
cloranfenicol no meio inibe a maioria de contaminantes bacterianos.
Devido as diferengas 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.

A utilidade de um meio seletivo e diferencial para o isolamento
primario de espécies de Candida tem sido observado ha muito
tempo. Em 1953, Nickerson desenvolveu um meio seguindo um
estudo da redugao de sulfito pelas espécies de Candida. Em 1958,
Pagano et al. adicionou cloreto de ftrifeniltetrazélio ao agar
Sabouraud Dextrose para diferenciar C. albicans de outras
leveduras.

A adigdo de substratos cromogénicos no meio de cultura, permite
que as coldnias de C. albicans, C. tropicalis e C. krusei produzam
cores diferentes, facilitando a deteccédo direta dessas espécies de
leveduras na placa de isolamento.

Peptonas fornecem os nutrientes, a mistura cromogénica é
metabolizada e degradada por enzimas especificas, sendo liberado
compostos coloridos no meio de cultura, formando colénias com cor,
permitindo a diferenciagdo de algumas espécies, ou a detecgdo de
de determinados grupos de organismos, com um minimo de testes
confirmatérios. O cloranfenicol inibe a maioria das bactérias
contaminantes.

2. COMPOSICAO

Formulagao* g/L
Cromopeptona 10,0
Dextrose 20,0
Mistura de cromdgenos 2,0
Cloranfenicol 0,5
Agar Base 15,0
Agua deionizada 1L

pH 5,9 +0,2 a 25°C

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

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Podem ser utilizadas amostras clinicas como: materiais biolégicos
diversos, urina, secregdes e outros fluidos corpéreos, amostras
ambientais ou quaisquer outros materiais passiveis de conter os
microrganismos com capacidade de se desenvolver neste produto.

- Nao ha restricdes quanto ao tipo de amostra a ser utilizada neste
meio de cultura. Podem, em alguns casos, ser necessaria a cultura
conjunta com um meio néo seletivo, agar Sabouraud dextrose, para
o analista ter uma resposta completa.
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- 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 analises, microrganismos com
necessidades especiais (suplementos especificos ou ambiente
controlados) podem n&o apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que ndo apresente os requisitos
minimos.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

- Meios de cultura distribuidos em placas estéreis, certificando um
melhor desempenho do produto, a partir de reatores 100%
automatizados, garantindo total esterilidade do processo, correta
homogeneizagao e volumes precisos de componentes das férmulas.
O meio Candida Cromogénico compde-se de peptonas e nutrientes
especialmente selecionados, aos quais sado adicionados
cloranfenicol (agente inibidor de crescimento bacteriano) e
cromogenos especificos.

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, condigbes 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 composicdo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagbes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensacao, 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 utilizagdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubagdo em estufa (+37°C) para
reducdo do tempo de secagem ou estabilizagcdo. A repeticdo do
processo de refrigeragcao/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 condensacdo, ocasionada por alguma
variagdo de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento, contaminagdo ou
diminuigdo de espessura.

c- Precaugbes e cuidados especiais

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

- O produto destinado apenas para o uso diagnostico in vitro;
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- Uso restrito por profissionais de analises 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;

- Nao inalar ou ingerir;

- N&o utilizar o meio com sinais de contaminagéo, 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 “Protegdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgdes 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
o uso do produto Detrilab.

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
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 saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nao
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Bico de Bunsen;

- Algas bacteriolégicas (ou outro aparato para dispensagdo de
amostra).

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Retirar da embalagem a quantidade de placas a serem usadas,
deixar tomar temperatura ambiente ou colocar as mesmas em
estufa bacterioldgica a 35 + 2°C até adquirirem esta temperatura;

b- Retirar as placas da estufa e identificar cada uma seguindo os
critérios adotados pelo laboratorio;

c- Semear o material por estriamento na superficie utilizando alga
bacteriologica;

d- Incubar em atmosfera aerobica entre 35 + 2°C por 36 a 48 horas,
ou por periodo de tempo exigido pela técnica adotada.

e- Observar caracteristicas do desenvolvimento conforme descrita
no item 7.

Observagées:

- N&o incubar em atmosfera suplementada com dioxido de carbono.
- Minimizar a exposicao a luz antes e durante a incubagéo.

- Ocasionalmente outras leveduras que ndo Candida spp. podem
ser isoladas neste meio, como Cryptococcus neoformans e alguns
outros fungos filamentosos, o que exigira um tempo e temperatura
de incubag&o maior.

7. RESULTADOS

Analisar as colbnias isoladas apds incubagdo de acordo com as
seguintes caracteristicas:

- Candida albicans: Coldnias verde claras a verde médio.

- Candida krusei: Colbnias rosa claras a rosa pink, foscas, podendo
desenvolver borda esbranquicada.

- Candida tropicalis: Colbnias azul acizentada, azul esverdeada ou
azul metalizadas, podendo apresentar halo violeta no meio de
cultura.

- Observagao:

Recomenda-se demais provas bioquimicas adicionais ou testes
moleculares, para a caracterizagdo final das espécies de Candida
albicans, Candida krusei e Candida tropicalis.

- Relatorio:

As andlises que apresentarem auséncia de crescimento ou
crescimento exclusivo de fungos saprdfitas, sugere-se a liberagao
como: Negativo apdés XX dias de incubagdo ou Auséncia de
isolamento de fungo na amostra examinada.
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As andlises que apresentarem crescimento de leveduras devem ser
submetidas ao processo de identificagdo, conforme definido pelo
laboratorio, sugere-se a liberagdo como: “Nome da levedura”

8. LIMITAGOES DO METODO

- Alguns isolados 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
identificagéo provas bioquimicas ou ensaios genotipicos podem ser
realizados para confirmagéo das identificagoes.

- Fungos filamentosos podem metabolizar os substratos
cromogénicos, presentes no meio e desenvolver cores nas suas
colénias. Nao utilizar a cor desenvolvida por fungos filamentosos no
agar Candida Cromogénico para identificagdo destes isolados. Para
isso deve ser realizada cultura e identificagdo em meios tradicionais
como por exemplo agar Sabouraud Dextrose.

- A exposigao do produto a luz durante o armazenamento e durante
a incubagéo pode levar a degradagao dos cromdgenos e com isso a
alteragao das cores das col6nias.

- Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida dublinienses e
outras espécies que nado C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, nao
podem ser diferenciadas presuntivamente com este produto. Outras
espécies de leveduras podem desenvolver colénias com sua cor
natural (creme) ou colbénias de cor malva a malva escura (p.ex.
C. glabrata e outras espécies) devendo ser identificadas por
metodologias tradicionais.

- Podem ser observadas variagdes de coloragao nas colénias, como
morfologia, tamanho ou intensidade de cor, devido a caracteristicas
unicas dos isolados analisados.

- A qualidade dos resultados de andlises microbiolégicas é
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.

- Candida auris pode se desenvolver neste meio de cultura, no qual
pode apresentar variagbes de coloragdo, com colénias de cor
branca, rosa claro, de aspecto cremoso e fosca. Por se tratar de um
meio de triagem, para o diagnéstico final, recomenda-se
confirmagéao do isolado por testes moleculares.

- Riscos Residuais identificados
Os resultados falso-negativos podem ocorrer, com maior frequéncia,
nas seguintes situagoes:
e  Tempo de incubagao insuficiente.
Incubagao em temperatura inadequada.
Técnica de coleta de amostra inadequada.
Uso de antifungico prévio.
Utilizagao de alga ou agulha flambada n&o resfriada
Infecgéo cronica (infecgdo pouco ativa).
Armazenamento ou transporte de amostra inadequado
Exposicdo do meio a luz prolongada do meio.
Agentes etiolégicos exigentes com relagéo 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 situacdes:
e  Técnica de assepsia inadequada.
. Erro na conservagéo do material.
e  Tempo longo entre a coleta e analise.
e  Tempo excessivo de incubagéo.
. Interpretacao equivocada de colbnias.
. Utilizagdo de material vencido, contaminado ou em
condic¢des inadequadas.
. Contaminagdo cruzada por uso de acessoérios nao
esterilizados corretamente ou ambiente ndo asséptico.
. Presenca de perfis de isolados raros e diferenciados.
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9. CONTROLE DA QUALIDADE

A finalidade do controle de qualidade é verificar se os materiais
empregados na técnica fornecem e apresentem desempenho
compativel com o esperado. Resultados que apresentem algum
desvio devem ser analisados criteriosamente e, enquanto a
verificagdo é feita, é indicado que o meio ndo seja utilizado até a
validagé&o final do produto.

- Materiais necessarios
Cepas padrao: ATCC (American Type Culture Collection) ou
derivadas).

- Controle de qualidade recomendado:
Especificacao

Candida albicans
ATCC 10231

Resultado esperado
Crescimento bom — colénias verdes
a verde claro
Crescimento bom - Colbnias azul
acizentada, azul esverdeada ou azul
metalizadas, podendo apresentar
halo violeta no meio de cultura.

Candida tropicalis
ATCC 4563

Meio néo inoculado Meio sélido de coloragdo amarela

pH 5,7 até 6,1

- Periodicidade
Recomenda-se testar o meio a cada novo lote recebido ou em
periodicidade estabelecida pelo proprio laboratorio.

- Anélise dos resultados

As cepas inoculadas no material devem apresentar caracteristicas
de crescimento esperados. Caso se constate algum problema ou
diferenga, os resultados de amostras clinicas ndo devem ser
liberados até que as causas tenham sido devidamente apuradas e
os problemas constatados sanados.

Este produto apresenta sensibilidade = 95% e especificidade = 95%
frente aos principais microrganismos. Conforme observado na
tabela abaixo, é possivel verificar o desempenho do produto na
identificag@o de diferentes cepas de Candida spp.

Desempenho do agar Candida Cromogénico:

Sensibilidade % Especificidade %
Microrganismo (Intervalo de confianga (Intervalo de confianga
de 95%) de 95%)

Candida albicans
ATCC 10231

119/119  100% 92/90 97,8%
(98,5 —100%) (96,9 — 100%)

Candida tropicalis 119/119 100% 78/75 96,2%

ATCC 13803 (96,8 — 100%) (95,6 — 100%)
Candida glabrata 119/119  100% 63/60 95,2%
ATCC 15126 (97,1 - 100%) (94,7 — 99,3%)

119/119  100%
(98,4 — 100%)

57/54 94,7%
(94,1 -99,6)

Candida krusei
ATCC 14243

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 condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condigbes de uso, manutengéo 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, bula e
FISPQ, podem ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso
de duvidas ou quaisquer problemas de origem técnica, entrar em
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contato com o SAC 0800-0410027 - Servigo de Assessoria ao
Cliente através do telefone 041 3661-9044 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 serdo resolvidos sem oOnus ao cliente,
conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cddigo do produto

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagdo

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

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

Numero de lote

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

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

N3o reesterilizar
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