AGAR MRSA CROMOGENICO
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Meio seletivo e diferencial para isolamento de Staphylococcus aureus Meticilina

Resistente (MRSA).
Registro ANVISA:

10097010167

Apresentacgéao:

540210 - MRSA CROMOGENICO-20mL-PL90X15-10PL
540256 - BIPLACA MRSA CROMOGENICO-2X10mL-10PL

1. INTRODUGAO

O Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (MRSA) apresenta
grande importancia médica na atualidade, pois tende a ser multi-
resistente e a opgdo terapéutica torna-se limitada ao uso de
glicopeptideos  (vancomicina e teicoplanina), oxazolidinonas
(linezolida) e estreptograminas. O mecanismo molecular de
resisténcia a meticilina consiste na aquisicdo de um elemento
genético mével denominado Staphylococcal Cassette Cromossome
MEC (SCCMEC) que contém o gene, Mec A, responsavel pela
alteragdo das proteinas ligadoras de penicilina (PBP). As PBP’s sao
enzimas necessarias para a sintese da parede celular bacteriana. A
ligagdo dos beta-lactamicos a PBP bloqueia sua fungdo e ha
formagdo de uma parede celular débil ou imperfeita que prejudica o
desenvolvimento adequado da bactéria. O gene Mec A, codifica a
PBP com baixa afinidade aos antibidticos beta-lactamicos,
denominada PBP2A ou PBP2'. O SCCMEC contendo o Mec A, é
incorporado ao cromossomo do Staphylococcus aureus em um sitio
de localizagdo especifica, promovendo, entdo, resisténcia
bacteriana.

Uma série de fatores tem sido associada ao alto risco de aquisi¢cao
nosocomial de MRSA, entre elas:

* Hospitalizag&o prolongada (mais de 7 dias);

* Internagéo em unidade de terapia intensiva;

* Procedimentos cirurgicos;

« Terapia antimicrobiana prolongada;

» Proximidade de pacientes colonizados por MRSA;

« Esquema dialitico;

* Internag&o no ultimo ano;

» Lesao dermatoldgica extensa;

*Procedéncia de servigo tipo homecare e histéria prévia de
colonizacao/infecgao por MRSA.

Acredita-se que as cepas de CA-MRSA surgiram dos S. aureus
meticilina-sensiveis, que ganharam genes de resisténcia e ndo de
uma adaptagao dos MRSA hospitalares na comunidade.
Considerando o aumento de casos de MRSA, a importancia para o
controle da disseminagdo e a relevancia clinica da rapida
identificagdo destas cepas, a utilizagdo do MRSA Agar para a
triagem de culturas de vigilancia se mostra uma importante
ferramenta para o rapido apoio a conduta médica.

De acordo com a Nota técnica n°1 de 2010 da ANVISA, as medidas
para identificagdo, prevencgéo e controle de infecgdes relacionadas a
assisténcia a saude por microrganismos multirresistentes se
baseiam no controle do fendmeno da resisténcia microbiana tenha
aspectos que envolvem acdes intersetoriais que néo se restringem
ao ambito do sistema de saude, as medidas de prevengdo aqui
elencadas sdo dirigidas a prevengdo e contengdo de
microrganismos multirresistentes no ambito dos Servigos de Saude.
Sao considerados, pela comunidade cientifica internacional,
patégenos multirresistentes causadores de infec¢des/colonizagdes
relacionadas a assisténcia em saude: Enterococcus spp. resistente
aos glicopeptideos, Staphylococcus spp. resistente ou com
sensibilidade intermediaria a vancomicina,
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Pseudomonas  aeruginosa, Acinetobacter  baumannii, e
Enterobactérias resistentes a carbapenémicos (ertapenem,
meropenem ou imipenem).

- Bactérias Multiresistentes ou Multidroga resistente (MDR, do inglés
“Multidrug resistant”) - Ndo sensiveis a pelo menos um antibictico
em trés ou mais classes.

- Bactérias Extremamente resistentes ou Extensivamente
resistentes as drogas (XDR, do inglés “Extensive Drug Resistant”) -
Apresentam sensibilidade a todos os antibidticos representantes de
somente uma ou duas classes.

- Bactéria Panresistente ou Pandroga resistente (PDR, do inglés
“PanDrug Resistant”) - Ndo sensiveis a todos os antibidticos de
todas as classes

Culturas de vigilancia: Medidas de prevencdo e controle de
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude por microrganismos
multirresistentes (CCIH) para manter o sistema de vigilancia
epidemioldgica das infecgdes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) que permita o monitoramento adequado de patégenos
multirresistentes, em parceria com o laboratério de microbiologia. E
avaliar a necessidade de implantar coleta de culturas de vigilancia,
de acordo com o perfil epidemiolégico da instituigao.

Objetivo: Minimizar a transmissdo cruzada de microrganismos
resistentes através da detecgdo de individuos colonizados e
colocagao em isolamento de contato

Atribuigoes do Laboratério de Microbiologia:
Identificacdo patdgenos multirresistentes — Rapidez e qualidade nos
exames realizados — Notificagdo imediata a CCIH

Desde 2018, o CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) cita que
os testes para Staphylococcus spp. tem alteragdo no padrdo do
antibiograma — dependendo da espécie isolada, pela inclusdo de
padrbes para Staphylococcus schlieiferi.

- Staphylococcus schleiferi:

Microrganismo que coloniza pele e orelha de cédes e gatos,
causando infecgdo de pele nestes animais, sendo assim,
causadores de zoonoses. Pode ser confundido com S. aureus.

Espécie Coagulase em tubo | Clump Factor PYR
S.schleiferi subsp. + } +
coagulans

S.schleiferi R + +

subsp.schleiferi

Testes para Mec-A (determinante genético do MRSA) ou para
proteina expressa por Mec-A, a penicilina-binding protein 2a (PBP
2a) sdo os métodos mais acurados para predizer a resisténcia a
oxacilina podendo ser usados para confirmar os resultados dos
testes de difusdo por disco para estafilococos isolados de materiais
provenientes de infecgbes severas.
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As cepas que ndo carregam mec-A ou ndo produzem PBP 2a sao
reportadas como oxacilina sensiveis.

Métodos aceitaveis para detecgao da resisténcia a oxacilina:

Métodos aceitaveis
Cefoxitina por CIM
Cefoxitina por disco difusdo
Oxacilina por CIM
Oxacilina em meio rico em sal (2%
NaCl) -somente para S. aureus

Staphylococcus spp.

S. aureus e S. lugdunensis

SCN * (exceto S. lugdunensis,
S. pseudointermedius e

S. schleiferi)

S. lugdunensis

S. pseudointermedius e

S. schleiferi **

Cefoxitina por disco difusdo
Oxacilina por CIM

Oxacilina por CIM
Oxacilina por disco difusdo

* Para isolados de SCN nado - S. epidermides com CIM para
oxacilina entre 0,5 e 2ug/mL, a realizagéo do teste por disco difuséo
para cefoxitina deixa de ser uma opgao de marcador para predizer a
resisténcia a oxacilina, pois este método ndo detecta o gene mec-A
com eficiéncia.

** Para estes microrganismos a resisténcia oxacilina deve ser
realizada utilizando a oxacilina.

Drogas de escolha nos casos de resisténcia ou sensibilidade a
oxacilina:

Perfil da Primeira lSegunda
Oxacilina escolha lescolha

Cefalosporinas, vancomicina,

SENSIVEL Oxaq]ma lcombinagdes com |n|b'|dores,
Nafcilina icarbapenems, macrolideos,
clindamicina, fluoroquinona
RESISTENTE Vancomicina Linezolida, sulfazotrim

Teicoplamina

Os estafilococos sensiveis a penicilina sdo também sensiveis a
outras penicilinas (combinagdes com inibidores de beta-lactamase,
cefens e carbapenems. Cepas penicilina-resistentes, oxacilina-
sensiveis sdo consideradas resistentes as penicilinas labeis porém
sensiveis a outras penicilinas penicilinase estaveis, combinagdes
com inibidores de beta-lactamase, cefens e carbapenems.
Estafilococos oxacilina-resistentes s&o resistentes todos os
antibioticos  beta-lactdmicos. Desta forma sensibilidade ou
resisténcia antibidticos beta-lactamicos de largo espectro é
deduzida partindo-se do teste com penicilina e oxacilina.

Desde o ano de 2009, o CLSI ndo recomenda que o teste de
susceptibilidade a vancomicina seja realizado pelo método de disco
difusdo, e sim pelo método de determinagdo da concentragao
inibitéria minima (CIM), pelo aumento do nimero de casos de S.
aureus vancomicina intermediario (VISA) e vancomicina resistente
(VRSA).

O grande problema do método de disco difusdo € que este teste ndo
detecta com eficiéncia os VISA, principalmente as amostras
heterogenias. Os critérios de interpretagédo para o S. aureus é de até
2 pg/mL para as amostras sensiveis, de 4 a 8 pg/mL para as
intermediarias e para as resistentes acima de 16 yg/mL.

Por estes motivos, os testes de sensibilidade a vancomicina podem
ser realizados em placas prontas de BHI contendo 2 pg/mL de
vancomicina, o que representa uma etapa do CIM, assim as cepas
que nao crescerem podem ser consideradas sensiveis, com
eficiéncia.

Caso haja a formagéo de um filme bacteriano ou de apenas uma
colénia caracteriza resisténcia heterogenia a vancomicina, sendo
necessario o encaminhamento destas amostras para laboratérios de
referéncia para a detecgé@o do gene VanA.

2. COMPOSICAO
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Formulagéo Concerll-tragﬁol
Caseinas e peptonas 38,0

Agar base 17,0
Cloreto de sédio P.A. 40,0
Inibidores 0,010
Oxacilina 0,006
Mistura de substratos cromogénicos 0,15
Inibidores 0,15
Agua deionizada 1000mL

pH 7,3 +0,2 a25°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

- Pode ser utilizado para isolamento utilizando culturas recentes de
bactérias;

- Swab de vigilancia, coletado em swab Amies ou Stuart com ou
sem carvao;

- Culturas de vigilancia para pesquisa de MRSA devem sempre
incluir amostras do vestibulo nasal anterior.Outras amostras como
swab de orofaringe, perineal e perianal podem ser utilizadas, porém
ndo devem ser escolhidas como sitios Unicos.

b- Coleta

- Inserir o swab cuidadosamente na narina do paciente (1 a2 cm) e
gira-lo por aproximadamente 3 segundos;

- Colocar em frasco estéril fechado e enviar imediatamente ao
laboratério.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

Meio contendo cromoégenos especificos para Staphylococcus
aureus, inibidores para microbiota contaminante e indutores de
resisténcia via plasmidio e antimicrobianos na concentracéo do cut-
off capaz de isolar espécies de MRSA.

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 12°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.

Ao sofrer variagdes de temperatura todo meio de cultura pode gerar
condensagdo, de pouca a muita, acumulando &gua 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.

Devido a carga de antibioticos no meio de cultura, recomenda-
se manter o produto protegido de incidéncia direta de luz
(natural ou artificial) e evitar grandes variagées de temperatura
até a utilizacao.

Considerando que este produto & 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 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 refrigeragdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a
constante troca de temperatura pode levar a desidratagédo do meio,
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expor o produto a contaminagdes ou gerar um acumulo de agua
excessivo.
A agua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagao de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

c- Precaugbes e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagnoéstico 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 contaminacao, 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;

- 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 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;

- Algas bacteriologicas.

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+2°C pelo
tempo necessario para adquirirem esta temperatura;

c- Usando procedimentos adequados, proceder a inoculagdo do
material diretamente na superficie do meio;

d- Incubar o material em estufa bacteriolégica em temperatura de
35°C durante 16 a 18 horas;

e- ApOs a incubacado analisar o desenvolvimento de coldénias com
coloragao verde-azulado, de tonalidade clara, caracteristicas de
MRSA;

- A interpretagdo das coldnias deve sempre levar em consideragéo
as caracteristicas morfolégicas e, quando necessario, as
microscopicas;

g- Pode ser necessario a incubagdo por mais 24h, para melhor
desenvolvimento das cores das colénias e diferenciagdo das
espécies;

h- Caso haja crescimento de qualquer coldnia que n&o corresponda
as caracteristicas descritas para Staphylococcus aureus Meticilina
resistente (MRSA) ou para casos em que nao ocorra a formagao
completa da colorag&o sugerida, proceder com testes identificagéo e
confirmatérios para MRSA conforme metodologia seguida pelo
laboratério, para descartar a presenga de outras cepas com
resisténcia a Meticilina;

i- A andlise de MRSA n&o € uma analise quantitativa, € uma analise
qualitativa. A quantidade de crescimento pode apresentar variagoes,
em especial pelo volume de outros microrganismos na mesma
amostra ou baixo numero de bactérias portadoras do gene de
resisténcia, considere qualquer crescimento de coldnias
caracteristicas como positivo.

7. RESULTADOS
Relatdrio

- Ndo houve crescimento:
“Auséncia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
na amostra analisada”.

- Havendo crescimento:
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“Presenca de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
na amostra analisada”.

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

- A utilizacdo de antibidticos na formulagdo pode acarretar foto
sensibilidade, recomenda-se proteger o produto da incidéncia direta
da luz;

- Algumas variagbes de cor, apresentando tonalidades e
intensidades diferentes entre si, podem ocorrer, devido a
caracteristicas Unicas da cepa analisada;

- Cepas de Staphylococcus aureus gene mecA ausente podem
apresentar colénias com caracteristicas proprias;

- Cepas de estafilococos coagulase negativa podem apresentar
coloragdes fora do padrao quando resistentes a Meticilina;

- Inéculos com excesso de carga bacteriana podem interferir na
acgao dos cromdgenos;

- Alguns microrganismos, ndo estafilococos, que possam apresentar
resisténcia a Meticilina ou aos demais inibidores de flora, podem se
desenvolver no meio de cultura, porém suas caracteristicas
fenotipicas sdo facilmente diferenciadas;

- A presenca de outros tipos de resisténcias, como diminuicdo de
porinas, bomba de efluxo, etc, pode resultar em crescimento de
colénias no meio. Por isso a importancia da confirmagao por outros
métodos fenotipicos e/ou genotipicos;

- Este meio de cultura pode apresentar precipitados em seu interior,
devido a cristalizagdo de inibidores, estes precipitados né&o
interferem no desempenho do meio de cultura ou alteram a
capacidade de crescimento de microrganismos;

- Para pesquisa de MRSA, os meios devem ser incubados em
estufa com temperatura de 35+0,5 °C, pois ao contrario os
resultados podem se apresentar falsamente negativos.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado:

Parametros Resultado esperado

Crescimento bom — col6nias

Staphylococcus aureus ~

ATCC® 33591 coIor?gao verde-azulado, de
tonalidade clara

Staphylococcus aureus L

ATCC® 25923 Inibigao

Escherichia coli -

ATCC® 25922 Inibigao
Meio de coloracdo ambar claro,

Meio néo inoculado ligeiramente opalescente, com
pequenissimos precipitados.

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

- 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 apuradas devidamente e
os problemas constatados sanados.

- Este produto apresenta sensibilidade e especificidade = 95% frente
a genotipos MRSA.

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 condi¢des
indicadas;
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- 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 séo 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 duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigo 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 serao resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cédigo do produto

Numero de série

NuUmero de lote

Fabricante

Consultar instrucoes para utilizacao

Validade

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizacao utilizando éxido 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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