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Meio de cultura nutritivo e enriquecido, destinado & execugéo do teste de sensibilidade, por
disco difusdo, a antibidticos para microrganismos aerébios, de acordo com os padrdes
estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Registro ANVISA:
10097010114

Apresentacéo:

510061 - MUELLER HINTON-CALDO-4mL-TB13X100-CX10TB
530105 - MUELLER HINTON-AGAR-FR 100mL

540145 - MUELLER HINTON-AGAR-PL90X15- 10PL

542518 - MUELLER HINTON-AGAR-PL140X15- 10PL

540187 - MUELLER H.A. SANGUE 5%-PL90X15-10PL

1. INTRODUCAO

O procedimento de Bauer-Kirby baseia-se na difuséo através de agar
em gel de substancias antimicrobianas impregnadas em discos de
papel. Contrastando com os métodos anteriores que utilizavam
discos com concentracdes baixas e elevadas de agentes
antimicrobianos e que utilizavam a presenca ou a auséncia de zonas
de inibigdo para a interpretagdo, este método utiliza discos com uma
Unica concentragdo de agente antimicrobiano, sendo os diametros da
zona correlacionados com as concentrag@es inibitérias minimas
(CIM).

Possui uma fonte substancial de proteinas e carboidratos que
proporcionam o desenvolvimento e crescimento de cepas
bacterianas de interesse clinico. Além disso, a baixa concentragéo de
timina e timidina e niveis adequados dos ions de célcio e magnésio
(cétions ajustados), que quando controlados, evitam falsos resultados
de sensibilidade ou resisténcia.

2. COMPOSICAO

Formulagéo g/L
Hidrolisado acido de caseina 17,0
Extrato de bovino 2,0
Amido de milho 1,5
Agar Base** 18,0
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 de desempenho.

* Apenas para a apresentacdo MUELLER HINTON AGAR - SANGUE
5%.
** Apenas para apresentacdes em Agar.

3. MATERIAL

a- Amostras

- Colbnias com mesmo tipo morfolégico, isoladas, de uma cultura de
18 a 24h a 35°C (+2°C).

- Caso nao seja possivel a execugdo da prova apés 18 a 24 horas de
incubacao, realizar novo repique das colbnias.

- Descartar culturas que se apresentem contaminadas ou que
apresentem crescimento de mais de uma espécie no cultivo primario
e que ndo possam ser separadas visualmente.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Reagente

Placas de 90mm e 140mm de didmetro e frasco com 100mL,
contendo Mueller Hinton Agar. Esta disponivel o meio em tubo na
forma de caldo, com a mesma formulagdo excluindo-se apenas o
agar. Para o agar Mueller Hinton Sangue, meio em placa contendo
5% de sangue de carneiro, com o0 volume de sangue ajustado
conforme o hematdcrito, adicionado a 56°C de temperatura.
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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 conforme tabela abaixo, condi¢cdes em que se mantém
estaveis até a data de vencimento expressa em rétulo, desde que
isento de contaminacéo 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.

~ Temperatura de
ASTESEET armazenamento
540145 (placas 90x15)
542518 (placas 140x15) 228C
540187 (MHA com sangue
90x15)
510061 (Tubos) 2a8°C
530105 (frasco) 9a25°C

Considerando gue 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
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 dever 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 incubacao em estufa (+ 37 °C) para reducao do
tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do processo de
refrigeragao/estabilizacéo ndo é recomendada, a constante troca de
temperatura pode levar a desidratacdo do meio, expor o produto a
contaminacdes, hemolisar o sangue contido no meio ou gerar um
acumulo de 4gua excessivo.

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

Devido a presenca de hemacias integras, nas placas que contém
sangue, recomenda-se manter o produto protegido de incidéncia
direta de luz (natural ou artificial) e evitar grandes variagGes de
temperatura até a utilizagéo.

c- Precaugfes e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagnostico 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 contaminagéo, ressecamento ou
com alteragBes de cor ou espessura;
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- N&o 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 Infec¢des 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
0 cumprimento correto da legislagdo de descarte de produtos
potencialmente contaminantes.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Algas bacteriolégicas;

- Bico de Bunsen ou sistema de esterilizacao;

- Solucdo salina fisiolégica estéril;

- Swabs estéreis;

- Tubo contendo padréo 0,5 da escala Mac Farland;

- Incubadores (para incubar com tenséo de CO,), quando necessario;
- Geradores de ambiente, qguando necessario;

- Placas de Petri estéreis (para uso em frasco de 100 mL);

- Banho-Maria (para uso em frasco de 100 mL);

- Pinca;

- Selecéo de antibidticos.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

- Frascos com 100mL

a- Levar o frasco ao Banho-Maria fervente até obter a liqguefagéo do
meio (sem fervé-lo);

b- Distribuir assepticamente o contetido do frasco em placas de petri
estéreis de forma que o meio contenha 3 a 5mm de espessura. Para
placas 90 mm sugere-se a utilizacdo de 25mL de meio e para as
placas de 140 mm a utilizag&o de 70 a 75mL de meio;

c- Submeter as placas ao controle de esterilidade e qualidade;

d- As placas apés preparadas terdo sua validade estabelecida pelo
usuario.

Apbés preparadas as placas devem ser utilizadas conforme
procedimento descrito a seguir:

- Placas

a- Com uma alga bacteriol6gica, tocar as colénias com mesmo tipo
morfolégico, isoladas, de uma cultura de 18 a 24h a 35°C (+2°C) e
inocular em solugdo salina 0,85% estéril até obter a turvagéo
semelhante ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland (concentracédo
aproximada de 108 microrganismos/mL), a utilizagdo de
equipamentos para medir a turbidez auxiliam na precisdo da anélise;
b- Embeber um swab estéril na suspensdo bacteriana, retirar o
excesso de liquido, comprimindo-o contra a parede do tubo, e semear
suavemente, em todos os sentidos, na superficie do agar Mueller
Hinton que devera estar a temperatura ambiente ou a 35°C (+2°C);
c- Deixar a placa semi-aberta em estufa por 5 a 15 minutos (a placa
devera estar seca antes da dispensagao de discos de antibiéticos). O
tempo entre a semeadura na placa e a adi¢do dos discos ndo deve
ultrapassar 15 minutos;

d- Incubar nas condigdes ideais de temperatura, tempo e atmosfera.
As placas que contém sangue devem ser incubadas sob tensdo de
CO, em estufa bacteriolégica entre 35-37°C/18-24h. Consulte as
recomendag6es do CLSI e EUCAST/BRCAST para as condi¢des de
incubacéo.

e- Medir o didmetro dos halos na zona de inibigho com régua
apropriada, a utilizacéo de paquimetro é recomendada.

f- Comparar os didmetros dos halos obtidos com tabelas
disponibilizadas pelo CLSI, EUCAST/BRCAST e outros.

7. RESULTADOS

- Relatério

O reporte dos resultados deve ser feito como:

e RESISTENTE: Indica que o microrganismo analisado apresenta
resisténcia ao antimicrobiano utilizado e a eficacia da droga esta
comprometida, ndo exercendo efeito satisfatério no controle da
doenca.

e INTERMEDIARIO: Nesta categoria a bactéria analisada
apresenta resisténcia intermediaria ao antibiético utilizado no disco e
a eficacia da droga esta sob suspeita de estar comprometida em
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dosagens convencionais, podendo nédo exercer efeito satisfatorio no
controle da doenca. Esse resultado é visto quando a medida do halo
de inibicdo esta entre a medida de resisténcia e de sensibilidade dos
microrganismos.

e SENSIVEL DOSE DEPENDENTE: Com o objetivo de ampliar e
aperfeicoar o uso do cefepime, o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) revisou, recentemente, os pontos de interpretagédo
deste antibi6tico para Enterobacteriaceae e introduziu uma nova
categoria de interpretacdo, designada como sensivel dose-
dependente (SDD). Neste contexto, o objetivo do estudo foi comparar
o perfil susceptibilidade de enterobactérias produtoras B-
lactamases de espectro estendido (ESBL) ao cefepime aplicando os
pontos de cortes publicados pelo CLSI 2013 e 2014. O microrganismo
apresenta sensibilidade ao antimicrobiano quando o individuo é
exposto a altas dosagens.

e SENSIVEL: Significa que o microrganismo analisado apresenta
susceptibilidade ao antimicrobiano utilizado no disco e é
recomendada a utilizagdo do antimicrobiano para combater a doenca
causada pela bactéria analisada. Esse resultado é visto quando nao
héa crescimento préximo ao disco de antibidtico e o valor da medida
do halo de inibicdo est4 acima do preconizado para o antibiético
utilizado.

8. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

- O teste da sensibilidade por difusdo em disco se destina a ser
utilizado apenas com culturas puras. Recomenda-se proceder a
coloragdo Gram e a identificagdo presumivel do isolado antes da
preparacéo do teste de sensibilidade.

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

- Foram identificados varios fatores que influenciam o teste de
sensibilidade por difusdo em disco. Estes fatores incluem a qualidade
e composi¢do meio, a profundidade do agar, a poténcia do disco, a
concentragao do indculo, o tempo do inéculo, a presenca de colbnias
impuras e o pH.

- A utilizacdo de sangue na formulacdo pode acarretar leve foto
sensibilidade, recomenda-se proteger o produto da incidéncia direta
da luz.

- Uma vez que este meio néo é seletivo, outros agentes patogénicos,
ou ndo, irdo se desenvolver. Para casos que apresentem crescimento
de multiplos microrganismos, recomenda-se a utilizagdo de meios
seletivos para um melhor isolamento.

- Algumas variacdes de colorag¢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 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 col6nias elou o
desempenho dos discos com antibiético.

- Indculos com excesso de carga bacteriana irdo interferir na
avaliacdo de resultados.

- A qualidade dos resultados de analises 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.

- Alguns microrganismos fastidiosos ndo apresentam bom
crescimento neste meio de cultura (Neisseria gonorrhoeae,
Mycobacterium spp., Legionella spp., Bordetella spp. por exemplo).
Para a recuperacdo destas espécies, utilizar meios de cultura
apropriados.

- Foram desenvolvidos novos procedimentos que utilizam discos
com um elevado teor de gentamicina (120 mg) e estreptomicina (300
mg) para rastreio de resisténcia elevada a aminoglicosideos como
uma indicagdo de que um isolado enterocécico ndo sera afetado de
forma sinergética por uma combinacdo de uma penicilina ou
glicopeptideo acrescido de um aminoglicosideo.

- Para uma abordagem completa relativa a detecgdo de MRSA,
enterococos resistentes, bacilos gram-negativos produtores de R3-
lactamase de largo espectro e outras limita¢cdes do teste, consulte os
documentos M2 e M7 do CLSI e o EUCAST.
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- O método de inoculagéo, a interpretacdo, as recomendagdes e 0s
limites das dimensdes das zonas indicados neste documento e nas
recomendacdes das normas CLSI e EUCAST podem diferir das
normas nacionais ou atualizagdes nao previstas.
- As respostas in vivo das resisténcias intrinsecas podem variar em
acordo com caracteristicas Unicas da cepa analisada, sugere-se
verificagdo em literatura especifica.
- Os resultados falso—negativos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagdes:
e  Técnica de coleta inadequada;
. Incubacdo sem tensdo de CO,, para placas contendo
sangue;
Incubacdo em temperatura inadequada,;
Uso de antimicrobiano prévio;
Utilizacao de algca flambada néo resfriada;
Tempo de incubacéo insuficiente;
Infecgédo cronica (infec¢é@o pouco ativa);
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.
- Os resultados falso—positivos podem ocorrer, com maior frequéncia,
nas seguintes situagdes:
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
condigfes inadequadas;
e Contaminagdo cruzada por uso de acessoOrios nao
esterilizados corretamente ou ambiente nédo asséptico;
e  Presenca de perfis de resisténcia diferenciadas.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

Cepas padrao (ATCC® ou derivadas);
pHmetro;

Régua ou paquimetro.

- Controle de qualidade recomendado:
Parametro Resultado esperado

pH 71a75
4,0 a5,0mm

Altura do meio (borda e centro)
Enterococcus faecalis
ATCC® 29212
Escherichia coli
ATCC® 25922
Staphylococcus aureus
ATCC® 25923
Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 27853

ATCC®: American Type Culture Collection

Consultar tabela de Controle de
Qualidade CLSI e
EUCAST/BRCAST

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

- Andlise dos resultados

Cada antibidtico testado deve apresentar um halo dentro da faixa
estabelecida como referencial pelo CLSI ou EUCAST/BRCAST. Caso
se constate algum problema, 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 conheca e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condi¢des indicadas;
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- 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
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem énus
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 utilizagao

Temperatura de armazenagem
(limite de temperatura)

N3do utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizacdo utilizando irradiagdo

Risco biolégico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

Numero de lote

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagndstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagdo utilizando dxido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou
calor seco.

Cuidado. Importante consultar
instrucdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliagdo de
desempenho

N3o reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edi¢éo (24.08.2022)
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