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1. INTRODUGAO

A determinacéao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
pelo antibiograma é uma das principais atividades realizadas
por laboratérios de microbiologia clinica, pois os resultados
desses testes auxiliam na selegéo da terapia antimicrobiana
mais adequada. Para a determinagdo do perfil de
sensibilidade, varias metodologias estdo disponiveis, no
entanto, a microdiluicdo em caldo é considerada a técnica
padrdo ouro, pois fornece resultados quantitativos
(Concentracédo Inibitéria Minima - CIM). Por outro lado,
técnicas qualitativas como o disco difusdo, apesar de serem
de facil execugdo, ndo sdo capazes de predizer a CIM. Para
o tratamento de infecgdes leves, a determinacao da CIM nem
sempre € necessaria, entretanto, para o tratamento de
infecgbes graves, principalmente as que acometem pacientes
em unidades de terapia intensiva (UTls), a determinagéo da
CIM auxilia ndo somente na selegdo da terapia
antimicrobiana, como também orienta o esquema posolégico
mais adequado. A determinacdo da CIM também é
necessaria para microrganismos ou combinacdes de
microrganismos/antimicrobianos, em que o teste de disco
difusdo n&o é padronizado, como por exemplo, a Polimixina
B para microrganismos Gram-negativos. Dessa maneira,
metodologias de facil execugdo que fornecam a CIM com
acuracia sao altamente desejaveis na microbiologia clinica.

2. COMPOSIGAO

Painel em poliestireno com 10 cavidades e tampa, contendo
meio de cultivo seco, de coloragdo amarelo ambar composto
por Mueller Hinton cations ajustados. A cavidade identificada
como CC (Controle de Crescimento) ndo contém
antimicrobiano. As demais cavidades contém diferentes
concentragdes de Polimixina B, conforme indicado na figura
abaixo.

pg/mL
0,125 0,25 05 1 2 4 8 16 32 CC

0000080009

* A formulacdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras
- Colbnias isoladas, com mesmo tipo morfolégico, com

crescimento em torno de 24 horas de incubagao, isoladas de
meios ndo seletivos, como agar Sangue, agar Chocolate,
agar Cled, entre outros;

- N&o utilizar culturas contaminadas ou que apresentarem
crescimento de mais de uma espécie no cultivo primario e que
nao possam ser separadas visualmente.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO
a- Principio
O método de microdiluicdo em caldo é considerado o padrao
ouro na determinagdo da CIM, utilizado para determinar
quantitativamente a menor concentragdo do antimicrobiano
capaz de inibir o crescimento in vitro de um microrganismo.
Ap06s a diluigdo do antimicrobiano no caldo, uma suspenséo
bacteriana padronizada é inoculada e incubada.
A leitura é realizada contra a luz, pela observagédo de
precipitado de bactérias no fundo da cavidade e/ou da
turvacao do meio.
b- Armazenamento e estabilidade
Para fins de transporte, o produto deve permanecer na
presengca de gelo. No laboratério o produto deve ser
armazenado sob refrigeragdo (entre 2 a 8°C). Nestas
condicdes o produto permanece estavel quanto ao
desempenho até a data de vencimento expressa em roétulo,
desde que isento de contaminagéo de qualquer natureza.
c- Precaugbes e cuidados especiais
- O produto destinado apenas para o uso diagnéstico 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 protegéo
individual e coletivo;
- N&o inalar ou ingerir;
- Nao utilizar painéis com sinais de contaminagao, umidade
ou com alteragdes de cor no meio;
- 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 Infecgdes Obtidas no
Trabalho - CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;
- O procedimento de descarte do produto se baseia na RDC
222 (ANVISA) de 28 de margo de 2018, que regulamenta as
boas praticas de gerenciamento dos residuos de servigos de
saude;
- Para acondicionamento do material a ser autoclavado,
recomendamos o0 uso dos sacos para autoclavagdo —
Detrilab;
- Contate o servigo de vigilancia sanitaria de sua regido para
garantir o cumprimento correto da legislagcao de descarte de
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produtos potencialmente contaminantes.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS
(porém néao fornecidos)
- Agulha ou alga bacteriolégica;
- Bico de Bunsen;
- Estufa bacterioldgica;
- Solugao salina esteéril (0,85%) ou agua estéril;
- Tubo contendo padréo 0,5 da escala Mac Farland;
- Tubos estéreis;
- Micropipetas e ponteiras estéreis.

6. PROCEDIMENTO TECNICO
- Retirar da caixa somente a quantidade de painéis a serem
utilizados.
- Utilizar o painel e a salina ou agua estéril em temperatura
ambiente (~24°C) no momento do uso.
a- Preparo do inéculo
- Com auxilio do swab estéril, encostar na superficie da
coldnia suspendendo-a em agua ou solugéo salina estéril de
maneira a se obter uma turvagao equivalente ao Tubo 0,5 da
Escala Mac Farland. Identificar como Tubo 1.
- A partir do Tubo 1, transferir 0,5 mL para um tubo com 9,5
mL de agua ou solugdo salina estéril, identificar como Tubo
2.
- A partir do Tubo 2, transferir 1,0 mL para um tubo com 9,0
mL de agua ou solugéo salina estéril e identificar como Tubo
3.
- O Tubo 3 tera concentragao final. Utilizar a suspensdo do
Tubo 3 para fazer o teste.
- Seguir o esquema de diluigdo bacteriana abaixo:

[Tuso1, [Tus02 us0s)

Escal

scala 0,5 0,5 mL do Tubo 1 1 mL do Tubo 2
Mac Farland

+9,5 mLde AE +9 mL de AE

AE: agua ou solugéo salina estéril

b- Inoculagédo das placas

- Apos atingir temperatura ambiente, retirar assepticamente o
painel da embalagem;

- Preferencialmente dentro de 15 minutos apdés o preparo do
indculo, com auxilio de uma micropipeta com a ponteira
estéril, transferir 100 puL da suspensdo do Tubo 3 para cada
cavidade do painel;

OBS: Dispensar primeiro o volume na cavidade CC e em
seguida preencher as outras cavidades, da menor para a
maior concentragdo para evitar contaminagdo do
antimicrobiano. Tomar cuidado para ndo encostar a ponteira
nas cavidades;

- Tampar o painel, identificar e incubar em cadmara umida na
temperatura de 35°C, por 18+2horas, em ar ambiente, ou
conforme padronizagéo da técnica utilizada;

OBS: Nao incubar mais que quatro painéis empilhados, para
que a temperatura de incubacédo seja mantida em todos os
poGos.

- Retirar da estufa e realizar a leitura.

7. RESULTADOS

Relatério

- A interpretacdo deve ser realizada pela observagado do
painel contra a luz.

- O crescimento bacteriano é representado pela turvagéo do
caldo ou pela presencga de precipitado na cavidade do painel.
- O crescimento bacteriano na cavidade CC valida o teste.
Caso ndo haja crescimento bacteriano na cavidade CC, o
teste sera considerado invalido, devendo ser realizado
novamente com um novo painel.

- A CIM é indicada pela primeira cavidade com auséncia de
crescimento bacteriano. Por exemplo, o teste apresentou
crescimento apenas nas cavidades CC e 0,125 pg/mL, a CIM
desde teste é de 0,5 pg/mL para Polimixina B.

Cir

Interpretacdo do resultado: CIM = 0,5 ug/mL.

Na auséncia de crescimento em todas as concentragoes,
exceto o pogo CC, o teste devera ser interpretado como <
0,125 pg/mL, assim como na ocorréncia de crescimento
bacteriano em todos os pogos o teste devera ser interpretado
como > 32,0 yg/mL.

Caso ocorra a formagéo de pogos alternados (auséncia de
crescimento em um pogo cuja concentragao superior haja
desenvolvimento bacteriano) o teste devera ser considerado
invélido.

O resultado € liberado em ug/mL ou mg/L e comparado com
os documentos e tabelas disponibilizados pelos comités de
padronizagao (BRcast/EUCAST).

8. LIMITAGOES DO METODO
(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 36/2015)

- Os resultados falso negativos podem ocorrer com maior
frequéncia nas seguintes situagoes:
* Incubagédo em temperatura inadequada;
+ Utilizagado de alga flambada nao resfriada;
» Tempo e temperatura de incubagéo insuficiente;
* Armazenamento ou transporte inadequado do
produto;
+ Agentes etiologicos exigentes com relagdo aos meios
de cultura;
* Interpretacao equivocada do crescimento bacteriano;
- Os resultados falso positivos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situagdes:
» Técnica de assepsia inadequada;
* Erro na conservagéo do material;
+ Tempo longo entre a coleta e a analise;
* Tempo excessivo de incubagao;
* Interpretagdo equivocada do crescimento
bacteriano;
» Utilizagdo de material vencido, contaminado ou em
condi¢bes inadequadas;
+ Contaminagdo cruzada por uso de acessoérios ndo
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esterilizados corretamente ou ambiente ndo
asseéptico;

9. CONTROLE DA QUALIDADE
- Materiais necessarios
Cepas padrao: ATCC® (American Type Culture Collection) ou
derivadas.

Cepa Resultado esperado
Escherichia coli
ATCCP® 25922 0,25 -1 ug/mL
Pseudomonas aeruginosa
ATCC® 27853 0.5 - 2 ug/ml.

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 condigbes
indicadas;
- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam
em boas condi¢des de uso, manutengéo e limpeza.
Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto &
submetido a testes especificos, que sdo 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 dividas 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

Cddigo do produto

Numero de lote

danificada

Comunidade Européia

Quantidade suficiente para <n>

ensaios

Fragil, manusear com cuidado

REF [LoT]
Numero de série I Fabricante
Consultar instrugdes para utilizagao g Validade
Produto para saude para
Temperatura de  armazenagem diagndstico in vitro.
(limite de temperatura)
Nao utilizar se a embalagem estiver Representante  autorizado  na

1)

Esterilizado  utilizando  técnicas
assépticas de processamento

7y
m
m
*}

Esterilizacdo utilizando o6xido de

etileno

N&o utilizar

Nao reesterilizar

Esterilizado utilizando vapor ou
- Jn Esterilizagao utilizando irradiagéo mn calor seco.
Cuidado. Importante  consultar
g Risco bioldgico instrugbes de uso.
g/t
CONTROL. Controle Controle Negativo
ONT . Controle Positivo Tﬂ" Manter seco
Manter afastado da luz solar e longe Somente para avaliagdo de
—ls do calor I] desempenho
— -{"\:—.
||

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