TRIPLACA AGAR SANGUE/CHOCOLATE/MAC CONKEY
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. N

Meios enriquecidos, seletivos e diferenciais em uma Unica placa, sendo uma solugao

completa para a triagem de culturas em amostras clinicas.

A adigdo dos trés principais meios de cultura, empregados para a triagem de amostras
clinicas nobres, em uma Unica placa, proporciona aos profissionais de laboratério a
execucdo de um processo detalhado e abrangente, com maior praticidade, menor
ocupagédo de tempo e espacgo, reducdo da utilizagdo de materiais acessoérios, menor
tempo de liberacdo de resultados, melhor direcionamento para provas auxiliares e

otimizacado na interpretacdo de resultados.

Registro ANVISA:

10097010137

Apresentacgéao:

540113 - TRIPLACA-MC/SANGUE/CHOCO-AGAR-3X8mL-PC 10PL
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1. INTRODUGAO

O meio de cultura agar sangue de carneiro proporciona o
crescimento da grande maioria das bactérias gram positivas e gram
negativas bem como de fungos (bolores e leveduras), a partir de
uma base rica e suplementada, oferecendo 6timas condigbes de
desenvolvimento para microrganismos néo fastidiosos.

A conservagao dos eritrocitos integros favorece a formagéo de halos
de hemodlise nitidos, facilitando a diferenciagéo de algumas espécies
hemoliticas.

O agar chocolate consiste em um meio enriquecido com suplemento
VX de forma a favorecer o crescimento de diversos patdégenos
fastidiosos como Haemophilus spp. e Neisseria spp. isolados de
materiais clinicos nobres (LCR, aspirados invasivos), ou nao
(sangue, secregdes) entre outros. A adi¢cdo de bacitracina no meio,
facilita o desenvolvimento de espécies como Haemophilus spp.,
promovendo leve inibigdo a alguns microrganismos da microbiota
normal. Indicado para a pesquisa clinica de microrganismos
fastidiosos em amostras de origem nobre e em amostras de
secregoes.

O agar Mac Conkey é o meio seletivo mais antigo e utilizado para o
isolamento de enterobactérias. Este meio é recomendado para
utilizagdo em amostras clinicas com probabilidade de conter flora
microbiana mista como, por exemplo, a urina, fezes, vias
respiratorias, feridas, secregcdes e outras fontes, por permitir um
agrupamento preliminar de bactérias entéricas e outras bactérias
gram-negativas fermentadoras e nédo fermentadoras da lactose, com
o objetivo de isolar bactérias gram negativas.

Bactérias gram negativas geralmente se desenvolvem bem neste
meio e se diferenciam por sua habilidade em fermentar, ou néo, a
lactose.

2. COMPOSIGAO

Formulagao Agar Sangue * g/L
Hidrolisado pancreatico de caseina 12.0
Hidrolisado péptico de tecido animal 5.0
Extrato de leveduras 3.5
Extrato de bovino 3.0
Amido de milho 1.0
Cloreto de sodio 5.0
Agar Base 15.0
Sangue de carneiro desfibrinado 5%
Agua deionizada 1L
pH7.3+0.2a25°C |
Formulagao Agar Chocolate * g/L
Hidrolisado pancreatico de caseina 7.5
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Peptona de carne 7.5
Fosfato dipotassio 4.0
Fosfato monopotassico 1.0
Amido de milho 1.0
Cloreto de sédio 5.0
Agar Base 13.0
Hemoglobina 10.0
Suplemento VX 10 mL
Agua deionizada 1L

pH7.3+0.2a25C

Formulagédo Agar Mac Conkey* g/L
Hidrolisado pancreatico de gelatina 17.0
Hidrolisado péptico de tecido animal 1.5
Hidrolisado pancreatico de caseina 1.5
Lactose 10.0
Sais Biliares 1.5
Cloreto de sédio 5.0
Agar Base 15.0
Cristal violeta 0.001
Suplemento O, 1.0
Agua deionizada 1L

[ pH7.1£0.2a25°C |

* A formulagéo 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: urina, secregdes e
outros fluidos corpoéreos, materiais bioldgicos diversos, amostras
ambientais ou quaisquer outras amostras passiveis de conter os
microrganismos com capacidade de se desenvolver neste produto.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservagao 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 ndo apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que ndo apresente os requisitos
minimos.

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

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

Meios de cultura distribuidos a partir de reatores 100%
automatizados, garantindo total esterilidade do processo, correta
homogeneizagao e volumes precisos de componentes das férmulas,
em placas irradiadas por radiagédo y (gamma), garantindo o melhor
desempenho do produto.

Placas contendo particbes com:

- Agar sangue de carneiro 5% (o volume de sangue ajustado
conforme o VG, volume globular, a 56°C de temperatura).

- Agar Chocolate Enriquecido, formulado com &agar base BHI,
sangue de carneiro desfibrinado, adicionado a 56°C com posterior
elevagao a 70°C, e enriquecimento com Suplemento VX.

- Agar Mac Conkey suplementado.

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 rotulo,
desde que isento de contaminagéo de qualquer natureza. O uso de
refrigerador tipo frost-free nao é recomendado para meios de cultura
devido ao efeito desidratante deste tipo de equipamento.

Considerando que este produto é gelatinoso e sua composigao
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagbes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensagao, 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
redugdo do tempo de secagem ou estabilizagdo. A repeticdo do
processo de refrigeragdo/estabilizacdo 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
variagao de temperatura, nao influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

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

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

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.
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- 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.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nao
fornecidos)

- Estufa bacterioldgica;

- Algas bacteriologicas;

- Bico de Bunsen;

- Incubadores (para incubar com tensao de CO,);

- Geradores de ambiente.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Retirar o pacote da refrigeracdo e, em ambiente asséptico,
separar as placas a serem usadas, devolvendo o restante ao
refrigerador;

b- Colocar as placas em estufa bacteriolégica entre 35-37°C pelo
tempo necesséario para adquirirem esta temperatura, ou deixar
estabilizar/secar em temperatura ambiente;

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

d- Incubar o material sob tensdo de CO. em estufa bacteriolégica
entre 35-37°C/18-24h;

e- Apos a incubagédo, verificar o crescimento e a ocorréncia de
hemolise se for o caso (evidenciada através da visualizagdo de um
halo ao redor da col6nia);

f- Devido a exigéncias especiais, alguns microrganismos podem
necessitar de um periodo maior de incubagido, se nao ocorrer o
crescimento nas primeiras 24 horas, ou caso o crescimento
apresentado ndo seja o suficiente, incubar o material sob tenséo de
CO; em estufa bacterioldgica entre 35-37°C, por mais18-24h;

g- Apo6s o total desenvolvimento das colbnias, proceder com os
processos de identificacdo conforme estabelecido em seu
laboratério;

h- A avaliagdo microscopica de coloragées de Gram da amostra e,
se necessario, da coldonia analisada pode elucidar duvidas e
oferecer um melhor direcionamento para o processo de
identificagao.

Morfologias tipicas das colénias em dgar sangue:

Microrganismo Caracteristicas

Coldnias grandes, opacas, cremosas com
borda circular, elevagdo convexa, de
coloragao branca ou amarela, em geral R-
hemoliticos.

Staphylococcus aureus

Coldnias médias, opacas, cremosas com

Staphylococcus coagulase borda circular, elevagdo convexa, de

negativo coloragdo  branco-acinzentado,  nao
hemolitico.
Colonias pequenas, translucidas,

cremosas com bordas puntiformes, de
coloragéo branco-acinzentadas, elevagéo
achatadas, a-hemoliticos.

Streptococcus grupo viridans

Colénias médias, circulares, translicidas
com borda circular, elevagao convexa, de
coloragédo cinza, em geral R-hemoliticos
(aprox. 11% n&o apresentam hemdlise).

Streptococcus agalactiae

Colbnias pequenas, puntiformes,
translucidas, elevagao convexa,
de coloragéo cinza, R-hemoliticos.

Streptococcus pyogenes

Colonias pequenas, puntiformes,
translicidas, elevagdo convexa, de
coloragéo cinza, B-hemoliticos.

Streptococcus anginosus

Coldnias pequenas, com borda circular,
transparentes, elevagdo umbilicada ou
achatada, de coloragdo cinza, a-
hemoliticos.

Streptococcus pneumoniae

Coldnias médias, com borda circular,
opacas e elevadas, de coloragdo cinza,
em geral ndo hemoliticos.

Enterococcus spp.

Coldnias grandes, com borda circular,
opacas e com elevacdo domo, de
coloragdo “café com leite”, secas, néo
hemoliticos e que se desprentem por
inteiro do meio.

Moraxella catarrhalis

Neisseria gonohhhoeae Coldnias pequenas, com borda circular,

translicidas e brilhantes, elevadas, de
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[ colorag&o cinza, ndo hemoliticos.

Morfologias tipicas das colénias em dagar Chocolate:

Microrganismo Morfologia

Dimensdes pequenas (1 mm), Umidas,

Haemophilus influenzae : -
aspecto de pérola e odor caracteristico

Dimensdes pequenas (1 a 2 mm), de
incolores a brancas acinzentadas e
mucoides

Neisseria gonorrhoeae

Dimensdes de médias a grandes (2 a 8
mm), incolores a levemente cinzas, por
vezes apresentam uma tonalidade azulada,
mucoides

Neisseria meningitidis

Coldnias baixas, de dimensdes pequenas (1
Streptococcus pneumoniae | a 3 mm), habitualmente brilhantes, com
coloragéo esverdeada

Colénias redondas, convexas, opacas,
dimensdes pequenas (1 a 3 mm),
coloragdes variando entre cinza claro a
levemente esverdeado, quando tocadas
deslizam sobre o meio de cultura
permanecendo intactas

Moraxella catarrhallis

Morfologias tipicas das colénias em dgar Mac Conkey:

Microrganismo Caracteristicas
Colénias cor-de-rosa a vermelhas (podem
. . estar cercadas por uma zona de
Escherichia coli T S por. ~ o
precipitagdo biliar), dimensdo média a
grande
Enterobacter ssp., Mucéide, colénias cor-de-rosa, dimensao
Klebsiella ssp. grande
Proteus ssp., Coldnias incolores, a proliferagdo em
Morganella ssp., torno de coldnias isoladas ¢é inibida
Providencia ssp. (swarming), dimensé&o grande
Coldnias incolores. Cor do meio: cor-de-
Salmonella ssp., ; A : .
Shigelia ss laranja a dmbar, devido a reducédo de pH
9 P no meio. Dimensao média a grande
Coldnias irregulares, incolores a cor-de-
Pseudomonas ssp. - > =
rosa, dimensao variavel
Cocos gram positivos Inibigdo parcial a total

7. RESULTADOS

Relatdrio

- N&o houve crescimento:

“Auséncia de crescimento microbiano na amostra analisada apos
24/48h de incubagao a 35°C”;

- Havendo crescimento:
“Nome do microrganismo (indicar bactéria identificada) Contagem
de colbnias (indicar resultado) UFC/mL*. (apenas quando aplicavel).

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

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

- Algumas variagdes de coloragdo na colénia, morfologia, tamanho
ou intensidade de hemdlise 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
possivel que caracteristicas Unicas ou mutadas da cepa possam
interferir no desempenho do meio de cultura afetando ou retardando
o total desenvolvimento das col6nias.

- Inéculos com excesso de carga bacteriana podem interferir na
avaliagéo de resultados.

- A presenca de mais de um microrganismo na amostra pode
ocasionar sobreposicdo de colbnias na superficie do meio de
cultura, dificultando sua identificagéo, para estes casos, recomenda-
se o reisolamento das coldnias diferentes, mantendo a contagem da
placa inicial.

- A formulagdo dos meios prevé a utilizacdo de geradores de
ambiente para o correto desenvolvimento de microrganismos, a
incubagdo sem a correta tensdo de CO., por exemplo, pode
ocasionar diminuicdo nas dimensdes das colénias ou retardo no
crescimento.

www.laborclin.com.br

LB 172257
Rev. 05 - 09/2024

- A utilizagdo de métodos adaptados para a geragcdo de ambiente,
como velas (3% de COy), esponja de ago e antiacido efervescente
(7% de CO,), por exemplo, ndo garantem o ambiente ideal para o
crescimento correto de todos os microrganismos de interesse
possiveis.

- 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.

- Embora possam ser realizados alguns testes de diagnostico
diretamente neste meio de cultura, € necessaria a realizagdo de
testes bioquimicos para uma completa identificagédo e, se indicado,
a realizagdo de testes imunoldgicos usando culturas puras.
Consultar a bibliografia apropriada para mais informacgoes.

Riscos Residuais Identificados
- Os resultados falso—negativos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagdes:
. Técnica de coleta inadequada
Incubagéo sem tensao de CO,
Incubagédo em temperatura inadequada
Uso de antimicrobiano prévio
Utilizagao de alga flambada néo resfriada
Tempo de incubacgéo insuficiente
Infeccao crdnica (infecgdo pouco ativa)
Armazenamento ou transporte de amostra inadequado
Agentes etiologicos exigentes com relacdo 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:
. Técnica de assepsia inadequada
Erro na conservagao do material
Tempo longo entre a coleta e analise
Tempo excessivo de incubagéo
Interpretagédo equivocada de colénias ndo patogénicas
Utilizacdo de material vencido, contaminado ou em
condi¢des inadequadas
. Contaminagdo cruzada por uso de acessorios nao
esterilizados corretamente ou ambiente ndo asséptico

9. CONTROLE DA QUALIDADE
- Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado para dgar Sangue:
Parametro Resultado esperado

Staphylococcus aureus Crescimento bom — presenca de
ATCC® 25923 B-hemdlise

Enterococcus faecalis Crescimento bom — hemolise
ATCC® 29212 ausente

Streptococcus pneumoniae Crescimento bom — presenga de
ATCC® 49619 a-hemolise

Meio sélido opaco, com
coloragdo vermelho vivo
homogéneo, livre de
precipitados ou particulas
visiveis, podendo apresentar
pequenos coagulos isolados.

Meio nao inoculado

- Controle de qualidade recomendado para agar Chocolate:

Parametro Resultado esperado
Neisseria gonorrhoeae Crescimento bom
ATCC® 43069
Haemophilus influenzae "
ATCC® 49247 Crescimento bom

Meio sélido opaco, com
coloragéo marrom
homogénea, livre de
precipitados ou particulas
visiveis.

Meio néo inoculado
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- Controle de qualidade recomendado para agar Mac Conkey:

Parametro Resultado esperado
Escherichia coli Crescimento bom — Lactose
ATCC® 25922 positiva
Proteus mirabilis Crescimento bom — Lactose
ATCC® 25933 negativa

Meio sélido, levemente opaco,
com coloragdo salmao a
avermelhada, podendo
apresentar pequenos
precipitados.

Meio néo inoculado

* As cepas sugeridas atendem as recomendagdes literarias, a
decisdo sobre quais cepas controle serdo utilizadas, e como seréao
empregadas, cabe ao laboratério.

- 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
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 = 95,9% e especificidade =
99,5% frente aos principais microrganismos.

Desempenho do dgar Sangue (sob tensdo de CO.):

Microrganismo

Sensibilidade %
(Intervalo de
confianga de 95%)

Especificidade %
(Intervalo de
confianca de 95%)

Escherichia coli

423/423 100,0%
(99,1 —100%)

423/423 100,0%
(99,8 — 100%)

Staphylococcus aureus

502/502 100,0%
(99,7 — 100%)

701/701 100% (98,9
—100%)

Streptococcus
pneumoniae

264/265 99,6% (97,4
- 99,9%)

307/307 100%
(99,3 — 100%)

Desempenho do dgar Chocolate:

Microrganismo

Sensibilidade %
(Intervalo de
confianca de 95%)

Especificidade %
(Intervalo de
confianga de 95%)

108/116 93.1%

207/207 100,0%

Neisseria gonorrhoeae (84.2 — 89.9%) (99,8 — 100%)
Haemophilus 83/92 90.2% 117/118 99.2%
influenzae (89,3 — 98.6%) (98,1 — 100%)
Streptococcus 138/143 96.5% 206/207 99.5%

pneumoniae

(93,4 - 99,1%)

(96,3 — 100%)

Desempenho do dgar Mac Conkey:

Microrganismo

Sensibilidade %
(Intervalo de
confianga de 95%)

Especificidade %
(Intervalo de
confiancga de 95%)

Escherichia coli

411/411  100,0%
(99,6 — 100%)

485/485 100,0%
(99,8 — 100%)

Proteus mirabilis

304/304 100,0%
(99,3 — 100%)

701/701 100% (98,2
—100%)

Klebsiella pneumoniae

2121213 99,6% (97,9
- 99,9%)

307/307 100%
(99,1 — 100%)

10. GARANTIA DA QUALIDADE
A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Cddigo 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;
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- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessoérios necessarios estejam em
boas condi¢des 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 rotulo. 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 serdo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cadigo do produto

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagdo

LOT

Numero de lote

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Representante autorizado na
Comunidade Européia

STERIL

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagao utilizando irradiagéo

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizacao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
Seco.

Risco bioldgico

Cuidado. Importante consultar
instrugcdes de uso.

www.laborclin.com.br

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliagéo de
desempenho

N&o reesterilizar

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