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Indicacbes

Conjunto de Laminocultivo e Caldo enriquecido, sem adicéo
neutralizadores de antibiético, destinado a cultura de Sangue,
Hemocomponentes, Liquidos Corpdreos e Nutricdo Parenteral.

Apresentacéo
HATEF e HPTEF
REF 30
| Caixa contendo 30 frascos de

Laminocultivos e 30 frascos com
caldo enriquecido, nas apresentacfes
Adulta (45 mL) ou Peditrica (30 mL).

e
Se'M

Composigéo

Laminocultivo: Face larga; Agar Chocolate suplementado, Face
dividida direita; Agar MacConkey, Face dividida esquerda; Agar
Sabouraud e Agua Purificada.

Caldo enriquecido: Tryptic Soy Broth (TSB), Polianetol Sulfonato
Sadico (SPS), Fatores de crescimento microbiano e Agua Purificada.

Principio

O Sistema Hemobac Trifasico € um produto destinado a realizacéo de
culturas de Sangue e seus componentes, Stem Cells (células tronco),
Liquidos corpoéreos e Nutrigho Parenteral (inclusive em casos de
suspeita de bacteremia). O sistema é composto por um Laminocultivo
com 2 faces acoplado a parte superior de um recipiente plastico
contendo Caldo enriquecido. Os meios de cultura que compdem o
conjunto detectam o crescimento de microrganismos (Bactérias e
Fungos) presentes na amostra, esse processo é dividido em 3 fases:
Fase 1: Caldo suplementado Trifasico, promove o crescimento de
microrganismos, devido a riqueza de nutrientes. O SPS possui efeito
anticoagulante impedindo a formacdo de coagulos durante a
inoculacdo de amostras de sangue.

Fase 2: Meios de cultura sélidos que permitem o crescimento
presuntivo de microrganismos especificos, em meios Agar Chocolate,
Agar Sabouraud e Agar MacConkey.

Fase 3: Indicador de CO,, detecta a presenca de gas no interior do
frasco (subproduto do metabolismo microbiano) ocasionando a
alteracdo de coloragdo de amarelo para rosa intenso a vermelho.

A parte superior (Laminocultivo) € comercializada desconectada da
parte inferior (caldo). A conexdo pode ser realizada no momento da
chegada do frasco ao laboratério independente do tempo decorrido da
coleta. A conexdo dos frascos deve ser realizada antes da incubacgéo
do sistema.

Possui duas apresentagdes, Adulta (45 mL) e Pediatrica (30 mL),
visando manter a propor¢do amostra/caldo, de acordo com a
quantidade possivel de coleta.

Controle de Qualidade

Todos os lotes séo submetidos a testes de Esterilidade e desempenho
com cepas padrées ATCC, conforme descrito na tabela a seguir:

* Cepas Crescimento Sensibilidade
E. coli ATCC 25922 Bom
P. aeruginosa ATCC 27853 Bom
C. albicans ATCC 90028 Bom 1 UFC/mlL
S. pneumoniae ATCC 49619 Bom

*500 mcL de Inéculo 102 UFC/mL

Todos os documentos pertinentes a este produto como Certificado de
Andlise, FISPQ e Bula estéo disponiveis no site www.probac.com.br.

Procedimento

1. Coleta

1) Para inocular a amostra, no momento imediatamente antes da
coleta, desinfetar o sitio de injecdo do frasco com Alcool 70%, Alcool
lodado, Clorexidina alcodlica ou PVPI. Esperar pelo menos um minuto
para o Alcool a 70%, Alcool iodado e para a Clorexidina alcodlica e
PVPI 2 minutos. O algodado, gaze ou saché utilizado na assepsia da
pele ndo deve ser o mesmo utilizado para a assepsia do frasco;

2) Inocular com seringa e agulha, preferencialmente nas quantidades
de: 10,0 mL para pacientes adultos (acima de 13 Kg) ou volumes entre
5,0 mL e 10,0 mL. Nos frascos pediatricos: inocular preferencialmente
nas quantidades de: 0,5 a 2,0 mL para recém-nascidos até 2,0 Kg e
células-tronco (stem cells). Para criangas (entre 2,0 e 12,9 Kg) 5,0 mL.
Os volumes sugeridos devem respeitar a condicéo clinica do paciente;
3) Para Nutricdo Parenteral (NPP) seguir as orientagdes da
farmacopéia ou legislagdo vigente para o volume e nimeros de frascos
minimos a serem testados. Utilizar os frascos necessarios para
comportar os volumes requisitados mantendo a propor¢do de, no
méaximo, 10% em relagcdo amostra e caldo;

4) Agitar o frasco até homogeneizagdo por completo da amostra
com o caldo.

2. Montagem do Sistema

1) O encaixe do laminocultivo deve ser realizado preferencialmente no
laboratério, onde é possivel trabalhar junto ao bico de Bunsen ou fluxo
laminar, diminuindo o risco de contaminagao;

2) Desrosquear a tampa do frasco sem tira-la por completo;

3) Abrir o frasco do laminocultivo;

4) Retirar a tampa que ja foi desrosqueada e encaixar o laminocultivo
até o completo encaixe no frasco. Certifique-se que a tampa de rosca
do laminocultivo esteja firmemente rosqueada.

5) Realizar a inverséo do frasco para ocorrer a primeira semeadura nos
meios soélidos: inverter o sistema gradualmente de maneira a fazer a
semeadura das faces do laminocultivo e retornar a posicéo original
lentamente, de forma que todo o meio liquido volte para a parte inferior
do frasco;

3. Procedimento de Incubacéo
3.1. Semi-automatizado:

1) Incubar a 35,0°C + 2,0°C, por 6 a 8 horas;

2) Apo6s esta pré-incubacéo realizar nova inversao do sistema;

3) Retornar a posicéo original lentamente, de forma que todo o meio
liquido volte para a parte inferior do frasco (ndo manter o sangue em
contato com os meios sélidos). Incubar a 35,0°C + 2,0°C;

4) Observar, no minimo, 2 vezes ao dia o aparecimento de col6nias
e/ou mudanca do indicador; caso nao haja alteracao,

inverter o sistema novamente, banhando as faces do laminocultivo,
retornar com o caldo para o frasco e reincubar a cada nova inversdo
até o pentultimo dia de incubacao.

3.2 Automatizado:

1) Ap6s 6 a 8 horas de incubagao do frasco realizar uma inverséo. Este
frasco serd novamente invertido automaticamente no horério
programado pela Estufa para Hemobac Trifasico. Recomendamos
programar a estufa para fazer a inversdo a cada 8 horas para observar
colénias na manha do dia seguinte;

2) Fazer uma inversao diaria ap6s a leitura dos frascos e retirada das
amostras positivas;

3) Sugerimos a observagé&o dos frascos a cada 4 a 6 horas;

4) Nas rotinas sem o uso da Estufa para Hemobac Trifasico, tentar de
acordo com o funcionamento do laboratério, realizar as inversdes
manualmente, conforme sugerido acima;

5) N&o realizar mais que uma inversdo ao dia ndo invalida a cultura,
porém o aumento das inversdes conforme mencionado facilita o
crescimento bacteriano;

6) Para que o exame seja considerado automatizado é necessario o
uso da Estufa para Hemobac Trifasico (estufa com temperatura
controlada, agitagéo intermitente e inversdo programada), que possui
distribuicéo separada do produto;

7) A agitacéo favorece a rapidez e maior positividade.

4. Tempo de Incubacéo

4.1. Incubar por:
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1) 5 dias para hemoculturas de rotina, cultura de liquidos nobres e
NPP, nos casos de suspeita de bacteremia;

2) 4 a 6 semanas nos casos de bactérias de crescimento muito lento
(p.ex, Brucella spp) manter incubado e inverter os frascos uma vez por
semana;

3) para controle de hemocomponentes, células tronco (Stem Cells)
utilizar procedimentos adotados por sua institui¢&o;

4) 14 dias para teste de Esterilidade da NPP.

4.2. Pesquisa de Fungos:

1) Se houver pesquisa ou suspeita clinica de fungos filamentosos
incubar por mais 8 a 10 dias totalizando 15 dias, no minimo, &
temperatura ambiente. O periodo pode ser estendido até 30 dias.
Nestes casos recomendamos o uso de um frasco separado para a
cultura de fungos, com inversdo no momento do acoplamento, em 24,
48 e 72 horas e depois no 5° e 8° dias;

2) Nos controles microbiol6gicos apds o periodo de incubagédo (5 ou 7
dias), estender a incubagdo até o 15° dia em temperatura ambiente,
ndo necessitando de novas inversées nesse periodo.

5. Procedimentos Especiais
5.1. Hemoculturas Quantitativas:

No caso de hemoculturas quantitativas, quando é colhido sangue
periférico e do cateter, recomendamos envia-las de imediato ao
laboratério para a montagem do sistema e a inversdo dos dois frascos,
apds 2 horas de incubagéo. Estes

frascos ndo devem ser invertidos novamente no mesmo dia, se ap6s
24 horas ndo houver crescimento bacteriano, inverter os frascos e
seguir a rotina descrita acima para hemocultura e em caso de
positividade, verificar a possibilidade de quantificagdo do crescimento.
Esta conduta permite a contagem comparativa das coldnias das duas
amostras. Se no frasco inoculado com sangue obtido através do
cateter, o0 numero de col6nias for superior a 5 vezes ao frasco do
sangue periférico, indica uma infeccdo relacionada a este cateter. E
importante semear uma quantidade igual de sangue em cada um dos
frascos.

5.2 Controle de Esterilidade da NPP:

Utilizar os numeros de frascos dobrados para a mesma amostra: um
para incubacéo a 35,0°C + 2,0°C e outro entre 20° e 25°C. Para ambos
a incubagao deve ser, por pelo menos, 14 dias.

6. Leitura:

Auséncia de crescimento ou de alteragdo da cor do indicador
ap6és o periodo de incubagdo proposto: reportar como negativo
ap6s o periodo de leitura descrito acima.

Presenca de crescimento bacteriano nos meios soélidos: abrir o pote
superior,
identificacdo das coldnias presentes, trabalhando de forma a assegurar
a esterilidade do procedimento. Recomendamos que a coloracéo de
Gram seja realizada, pois raras culturas destas amostras podem se
polimicrobianas.

A presenca do meio Agar MacConkey facilita a identificagdo bacteriana,

pois indica o isolamento de um bacilo Gram negativo na amostra. A

auséncia de crescimento no MacConkey, geralmente indica crescimento
de bactérias Gram positivas, porém alguns bacilos Gram negativos ndo
fermentadores da glicose e outras bactérias fastidiosas podem né&o
crescer neste meio.

Observar crescimento confluente: &s vezes o crescimento em meio
sélido pode passar despercebido porque as bactérias formam um

“tapete” (pelicula) sem colbnias isoladas. Recomendamos na duavida

colher amostra da superficie com alca de platina e fazer coloracéo de
Gram.

Mudancga da cor do indicador durante o periodo de incubagéo: a
presenca da coloragéo rosa forte ou vermelho denota a multiplicagéo
do microrganismo, indicando sua presen¢ca ha amostra.
Desconsiderar as mudancgas de cor acastanhadas ou levemente
rosa, pois néo indicam acéo do CO,. Se houver mudanca na cor do
indicador, sem a formagao de col6nias nos meios solidos, aspirar com
seringa o meio liquido através da tampa de borracha, fazer Gram do

desrosqueando a tampa com a lamina, e proceder a

aspirado, pois algumas bactérias metabolicamente deficientes podem
crescer em meios liquidos e ndo em meios soélidos, neste caso deve-
se entdo semear em meios suplementados (com vitaminas).

7. Observagdes:

1) A visualizag&do do crescimento pode ser dificultada pela formagao
de agua de condensagéo na parede do laminocultivo. Recomendamos
a leve inclinagdo do frasco, de forma que o proprio meio liquido lave
as paredes, sem entrar em contato com o laminocultivo.

2) Apds a semeadura dos frascos, quando a hemocultura é positiva, o
tempo de viragem da cor do indicador € variavel. Esta velocidade
depende do nimero de bactérias presentes no indculo, da espécie
bacteriana presente, e da viabilidade dos microrganismos. A maioria
das espécies provoca viragem da cor entre 8 a 24 horas. Leveduras
podem demorar 48 horas ou mais.

3) Bactérias ndo exigentes podem crescer também no Agar
Sabouraud.

4) A Candida spp cresce no meio de Sabouraud e no Agar Chocolate.
5) Algumas espécies bacterianas, especialmente bactérias fastidiosas
e nado fermentadoras ou oxidativas podem produzir CO, em
guantidades ndo detectaveis. Neste caso poderd ser observado o
aparecimento de coldnias sem a mudanga de cor do indicador.

6) Embora as substancias neutralizadoras de antimicrobianos sejam
altamente efetivas, sempre é recomendado coletar as amostras de
hemoculturas longe do pico do antimicrobiano administrado ao
paciente (imediatamente antes da proxima dose da droga).

8. Cuidados

Na&o utilizar frascos nos quais o meio de cultura esteja turvo.

N&o utilizar laminocultivos com coldnias microbianas ou com o
indicador de cor rosa forte ou vermelha.

Na&o utilizar o produto na presenca de outros sinais de contaminagéo
Algumas substéancias do caldo podem apresentar precipitagédo de seus
componentes. Tal alteragdo ndo compromete o desempenho nem a
esterilidade do produto. Estas precipitagdes podem variar de cor
branca a preta.

A coloracéo inicial do indicador pode variar de creme a ligeiramente
acastanhado.

A coloragéo inicial do caldo pode variar de amarelo claro a @mbar.

9. LimitagGes do Procedimento

O Caldo pode conter células mortas (inviaveis) derivadas de matérias-
primas do proprio meio de cultura, por isso ndo é recomendavel
realizar teste de Gram partindo do inéculo do Caldo.

Recomendamos que o teste de Gram devera ser realizado a partir de
colénias que apresentarem crescimento no laminocultivo.

N&o é recomendada a utilizacdo do caldo sem o laminocultivo, o
produto é eficaz e seguro quando utilizado em conjunto com o
laminocultivo.

Conservagao

Manter entre 10,0°C e 25,0°C.

25°C

10°C

Validade

6 meses a partir da data de fabricagdo.
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Precaucgdes

Apos a realizagdo dos testes, este material devera ser descartado
conforme as recomendagfes vigentes para residuos de servigos
de saude.
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