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Secéo Alteracao
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8.92 Adicionada instrucdo de leitura especifica para sulfametoxazol-trimetoprima
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Abreviaturas e terminologia

ATCC

CCUG

CECT

UFC

CIP

DSM

ESBL

EUCAST

MH

MH-F

CIM

MRSA

NCTC

3-NAD
cQ

Salina

American Type Culture Collection
http://www.atcc.org

Culture Collection University of Goteborg
http://www.ccug.se

Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
http://www.cect.org

Unidades Formadoras de Colbnias

Collection de I'Institut Pasteur
https://www.pasteur.fr/en/public-health/biobanks-and-collections/collection-
institut-pasteur-cip

Culturas bacterianas do “Deutsche Stammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ)”
http://www.dsmz.de

B-lactamase de Espectro Estendido

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
http://www.eucast.org

Agar Mueller-Hinton

Agar Mueller-Hinton para microrganismos fastidiosos (MH suplementado
com 5% de sangue de cavalo desfibrinado e 20mg/mL 3-NAD)

Concentracao Inibitéria Minima

Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (meticilina) [com gene mecA
ou mecC]

National Collection of Type Cultures
https://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/nctc

B-nicotinamida-adenina-dinucleotideo

Controle de Qualidade

Solucédo de NaCl a 0,85% em agua (8,5g/L) estéril
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1. Introducéo

O método de disco-difusdo € uma das abordagens mais antigas para realizacao de testes
de sensibilidade aos antimicrobianos e permanece como um dos mais amplamente
utilizados na rotina dos laboratérios clinicos. E adequado para testar a maioria dos
patégenos bacterianos, incluindo as bactérias fastidiosas mais comuns, € versatil em
relacdo a gama de agentes antimicrobianos que podem ser testados e nado requer
equipamento especial.

Da mesma forma que varias outras técnicas de disco-difusdo, 0 método sugerido pelo
EUCAST é padronizado e baseado nos principios definidos no relatério do International
Collaborative Study of Antimicrobial Susceptibility Testing de 1972, e na experiéncia dos
grupos de especialistas em todo o mundo.

Os pontos de corte dos halos de inibicdo no método BrCAST-EUCAST séo calibrados para
0s pontos de corte europeus harmonizados, que estdo publicados pelo BrCAST-EUCAST
e sdo gratuitamente disponiveis no site do EUCAST (http://www.eucast.org).
dessas tabelas em portugués esta disponivel no site do BrCAST J{alutesW/ANMNWA ] (-5 Xe] (s H o]}

Assim como todos os métodos, as técnicas descritas devem ser seguidas sem
modificacBes com objetivo de gerar resultados confiaveis.

Textos incluidos pelo BrCAST estdo marcados em verde escuro e letras brancas.

Exemplo:

~

portugués esta disponivel no site do BrCAST
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2. Preparacéo e armazenamento dos meios

2.1. Preparar o agar MH de acordo com as instrugbes do fabricante, com
suplementacdo para microrganismos fastidiosos como indicado na Tabela 1. A
preparacdo e adicdo de suplementos estdo descritas em detalhes no site

[ WAMIANI I NI (¢slA versao do documento em portugués, Preparo de Meios

para 0 Teste de Disco-Difusdo, esta disponivel no site do BrCAST|

http://brcast.org.br).

2.2. O meio deve ter uma espessura de 4,0 £ 0,5mm (aproximadamente 25mL em uma
placa circular de 90mm de diametro; 31mL em uma placa circular de 100mm de
didmetro; 71mL em uma placa circular de 150mm de diametro; 40mL em uma
placa quadrada de 100mm). Verificar se o volume esta correto, com base nas
dimensdes reais da placa de Petri em uso. As dimensdes da placa podem variar
entre os fabricantes.

2.3. A superficie do agar deve estar seca antes do uso. Nenhuma gota de agua deve
estar visivel na superficie do agar ou no interior da tampa. Se necessario, secar
as placas a 20-25°C overnight, ou a 35°C, com a tampa removida, por 15 minutos.
N&o secar excessivamente as placas.

2.4. Armazenar as placas preparadas no laboratério a 4-8°C.

2.5. Para placas preparadas no laboratério, a secagem, as condi¢bes de estocagem e
a estabilidade devem ser determinadas como parte do programa de garantia da
qualidade do laboratdrio.

2.6. Placas preparadas comercialmente devem ser armazenadas de acordo com o
recomendado pelo fabricante e utilizadas dentro do prazo de validade.

2.7. Para placas (preparadas no laboratério ou adquiridas comercialmente),
armazenadas em sacos plasticos ou em recipientes selados, pode ser necessaria
a secagem antes do uso (ver item 2.3). Isto é necessario para impedir 0 excesso
de umidade que pode resultar em halos com bordas distorcidas e/ou névoa no
interior dos halos.
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Tabelal | Meios pararealizacao do teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Microrganismo Meio
Enterobacterales MH agar
Pseudomonas spp. MH agar
Stenotrophomonas maltophilia MH agar
Acinetobacter spp. MH agar
Staphylococcus spp. MH agar
Enterococcus spp. MH agar
Streptococcus grupos A, B, Ce G MH-F agar!
Streptococcus pneumoniae MH-F agar!
Streptococcus Grupo Viridans MH-F agar!
Haemophilus influenzae MH-F agar!
Moraxella catarrhalis MH-F agar!
Listeria monocytogenes MH-F agar!
Pasteurella multocida MH-F agar!
Campylobacter jejuni e coli MH-F agar!  (ver Apéndice A)
Corynebacterium spp. MH-F agart!
Aerococcus sanguinicola e urinae MH-F agart!
Kingella kingae MH-F agart!
Aeromonas spp. MH agar
Achromobacter xylosoxidans MH agar
Bacillus spp. MH agar
Burkholderia pseudomallei MH agar
Outros fastidiosos Pendente

1 MH + 5% de sangue de cavalo desfibrinado mecanicamente + 20 mg/L B-NAD
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3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Preparacado do indculo

Usar o método de suspenséo direta das colénias em salina para fazer a suspensao
de microrganismos de modo a obter densidade equivalente ao padréo de turbidez
0,5 da escala McFarland (Tabela 2), que corresponde aproximadamente a 1-2 x108
UFC/mL para Escherichia coli.

O método da suspensdo direta das colénias € apropriado para todos os
microrganismos, incluindo os microrganismos fastidiosos da Tabela 1.

Usar alca estéril ou swab de algodado para preparar a suspensao a partir de um
crescimento overnight em um meio ndo seletivo. Usar varias colonias
morfologicamente similares (quando possivel) para evitar selecionar variantes
atipicas. Suspender as colbnias em salina e homogeneizar até obter uma
suspenséo uniforme.

Ajustar a suspensao do inéculo de modo a obter turbidez equivalente ao padréo
0,5 da escala de McFarland adicionando salina ou mais bactéria. Um inéculo mais
denso pode resultar em halos menores e in6culo com menor densidade tera um
efeito oposto.

3.3.1. Recomenda-se a utilizacdo de um dispositivo fotométrico para ajustar a
densidade da suspensao. O fotbmetro deve ser calibrado com o padrdo 0,5
da escala de McFarland, de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.3.2. Alternativamente, a densidade da suspensdo pode ser comparada
visualmente com a turbidez do padrdo 0,5 da escala de McFarland.
Para auxiliar na comparagéo, comparar o teste e padrdo contra um fundo
branco com linhas pretas.

3.3.3. A suspensdo de Streptococcus pneumoniae deve ser de preferéncia,
preparada a partir de cultura obtida de agar sangue de modo a obter
densidade equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland. Quando a
suspenséo for preparada a partir de cultura em agar chocolate, a turbidez
do inéculo deve ser equivalente ao padrdo 1.0 da escala de McFarland.

A suspensdao deve ser utilizada, de preferéncia, em até 15mint e obrigatoriamente
até 60min apos a preparacao.

1 Parte da regra dos 15-15-15 minutos: usar a suspensao do inéculo dentro de 15min da preparacao,
aplicar os discos dentro de 15min da semeadura e incubar as placas dentro de 15min da aplicacéo do

discos.
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Tabela 2

Preparacao do padréo de turbidez 0,5 de McFarland

Adicionar 0,5mL de solugéo de BaClz 0,048 mol/L (1,175% p/v BaCl.-:2H20) a
99,5mL de solucéo 0,18mol/L (0,36 N) de H.SO4 (1% v/v) e misturar bem.

Conferir a densidade Optica da suspensdo em um espectrofotdbmetro com trajeto

de luz de 1cm e cubetas apropriadas. A absorbancia em 625nm deve estar na
faixa de 0,08 a 0,13.

Distribuir a suspensédo em tubos de mesmas dimensdes que aqueles utilizados
para preparar o indculo bacteriano. Vedar os tubos.

Armazenar os padrdes vedados, no escuro e em temperatura ambiente.

Agitar os padrdes vigorosamente em um misturador vortex imediatamente antes
do uso.

Renovar os padrdes ou conferir a absorbancia ap6és 6 meses de
armazenamento.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5,

4.6.

Inoculacdo nas placas de agar

Garantir que as placas (dgar MF ou MH-F) estejam em temperatura ambiente
previamente & inoculagéo.

Preferencialmente, utilizar a suspensao ajustada do inéculo em até 15mint apés a
preparacdo. A suspensao deve ser obrigatoriamente utilizada em até 60 minutos apos a
preparacéao.

Mergulhar um swab de algodao estéril na suspensao.

4.3.1. Para evitar a inoculacdo excessiva de microrganismos gram-negativos nas
placas, remover 0 excesso de liquido pressionando e girando o swab contra a
parte interna do tubo, acima do nivel da suspensao.

4.3.2. Para bactérias gram-positivas, ndo pressionar o swab contra a parte interna do
tubo.

Quando inocular varias placas com a mesma suspensdo do inoculo, repetir o
procedimento do item 4.3 para cada placa de agar.

As placas podem ser inoculadas tanto espalhando o in6culo uniformemente em trés
dire¢cBes como por um inoculador automatizado. Espalhar o inéculo uniformemente
sobre toda a superficie assegurando que nédo haja falhas.

4.5.1. Para bactérias gram-positivas, tenha atencdo especial a fim de garantir que néo
haja descontinuidade entre as estrias.

Aplicar os discos em até 15min' apds a inoculagdo da placa. Se as placas inoculadas
forem deixadas em temperatura ambiente por periodos prolongados, antes da aplicacédo
dos discos, 0s microrganismos podem iniciar o crescimento, resultando em reducéao
errdbnea do tamanho dos halos de inibicdo.

1 Parte da regra dos 15-15-15 minutos: usar a suspenséo do inéculo dentro de 15min da preparacao, aplicar os
discos dentro de 15min da semeadura e incubar as placas dentro de 15min da aplicagcéo do discos.
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5.

5.1.

5.2.

5.3.

54.

5.5.

Aplicacao dos discos de antimicrobianos

O contetdo (poténcia) dos discos a serem utilizados esta descrito nas Tabelas de
Pontos de Cortes e de Controle de Qualidade em http://www.eucast.org.

desses documentos em portugués estd disponivel no site do BrCAST

http://brcast.org.br).

Os discos devem estar a temperatura ambiente antes da abertura dos cartuchos ou
recipientes utilizados para o armazenamento dos discos. Isto previne a condensacao,
gue leva a rapida deterioracao de alguns agentes.

Aplicar os discos firmemente na superficie da placa de agar dentro de 15 minutos da
inoculacéo®. O contato dos discos com a superficie do agar deve ser por completo. Os
discos néo podem ser removidos apds a aplicacdo nas placas, uma vez que a difusdo
dos agentes antimicrobianos dos discos é muito rapida.

O numero de discos nas placas deve ser limitado para impedir sobreposicao dos halos
de inibicdo e a interferéncia entre os antimicrobianos. E importante que os diametros
dos halos sejam medidos corretamente. O nUmero méaximo de discos varia de acordo
com o microrganismo e a sele¢do dos discos. Normalmente, o nimero de maximo de
discos é de 6 e 12, em placas circulares de 90 e 150mm, respectivamente.

5.4.1. Para deteccdo da resisténcia induzivel a clindamicina em estafilococos e
estreptococos, os discos de eritromicina e clindamicina devem ser posicionados
em uma distancia (borda a borda) de 12 a 20mm para estafilococos e 12 a 16
mm para estreptococos.

A perda de poténcia dos agentes antimicrobianos contidos nos discos resulta na reducao
dos didmetros dos halos e, é uma fonte comum de erro. Os cuidados listados a seguir
sSao essenciais:

5.5.1. Armazenar os discos, incluindo os que estdo em dispensadores, em embalagens
fechadas com dessecador (silica gel) e protegidos da luz (alguns agentes como
metronidazol, cloranfenicol e fluoroquinolonas, s&o
inativados por exposicdo prolongada a luz).

5.5.2. Armazenar os discos em estoque de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
Alguns agentes sdo mais sensiveis que outros (como, por exemplo, amoxicilina-
acido clavulanico, cefaclor e carbapenens) e recomendacdes especificas dos
fabricantes podem estar disponiveis.

5.5.3. Armazenar os discos em uso de acordo com as instrucdes do fabricante. Uma
vez os recipientes abertos, os discos devem ser utilizados dentro do prazo
especificado pelo fabricante.

5.5.4. Descartar os discos na data de expiracéo da validade indicada na embalagem.
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5.5.5. Realizar frequentemente o controle de qualidade (ver Sec¢&o 9) dos insumos em
uso para garantir que os discos de antimicrobianos ndo perderam a poténcia
durante o armazenamento.

! Parte da regra dos 15-15-15 minutos: usar a suspenséo do in6culo dentro de 15min da preparacéo, aplicar
os discos dentro de 15min da semeadura e incubar as placas dentro de 15min da aplicag&o do discos.
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6. Incubacao das placas

6.1. Inverter as placas e verificar se os discos ndo se desprendem da superficie do agar.
Incubar em até 15 minutos! apés a aplicagcdo dos discos. Se as placas forem deixadas
em temperatura ambiente apés a aplicacao dos discos, a pré-difusdo pode resultar em
halos de inibicdo erroneamente aumentados.

6.2. O empilhamento das placas na incubadora pode alterar os resultados devido ao
aquecimento desigual entre elas. A eficiéncia das incubadoras varia, portanto, o controle
da temperatura de incubacao, incluindo o numero apropriado de placas empilhadas deve
fazer parte do programa de garantia de qualidade do laboratério. Para a maioria das
incubadoras, idealmente, empilhar no maximo cinco placas.

6.3. Incubar as placas de acordo com as condi¢cdes apresentadas na Tabela 3.

6.3.1. A incubacao além do limite de tempo recomendado nédo é permitida uma vez que
resulta no crescimento dentro do halo de inibicdo e reporte de isolados falso-
resistentes.

6.3.2. Para testes de sensibilidade dos glicopeptideos com algumas cepas de
Enterococcus spp., colbnias resistentes ndo sao visiveis até que as placas
tenham sido incubadas por 24 horas completas. Mesmo assim, as placas podem
ser examinadas depois de 16-20 horas e qualquer resisténcia reportada, mas as
placas de isolados aparentemente sensiveis devem ser reincubadas e novamente
lidas com 24h.

1 Parte da regra dos 15-15-15 minutos: usar a suspenséo do inéculo dentro de 15min da preparagao, aplicar os
discos dentro de 15min da semeadura e incubar as placas dentro de 15min da aplicac&o do discos.
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Tabela 3 sensibilidade

Condicdes de incubacéao para placas de teste de

Microrganismo

Condigdes de incubacéo

Enterobacterales
Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas maltophilia
Acinetobacter spp.
Staphylococcus spp.
Enterococcus spp.
Aeromonas spp.
Achromobacter xylosoxidans
Bacillus spp.

Burkholderia pseudomallei

Streptococcus spp. Grupos A, B, Ce G
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus Grupo Viridans
Haemophilus influenzae

Moraxella catarrhalis

Listeria monocytogenes
Pasteurella multocida

Campylobacter jejuni e C. coli

Corynebacterium spp.

Aerococcus sanguinicola e A. urinae

Kingella kingae

Outros microrganismos fastidiosos

35+1°C em aerobiose por 18 + 2h
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h (24h para glicopeptideos)
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h
35+1°C em aerobiose por 18 + 2h

35+1°C em aerobiose por 18 + 2h

35+1°C com 4-6% de CO3, em ar, por 18 + 2h
35+1°C com 4-6% de CO3, em ar, por 18 + 2h
35+1°C com 4-6% de CO3, em ar, por 18 + 2h
35+1°C com 4-6% de CO3, em ar, por 18 + 2h
35+1°C com 4-6% de CO3, em ar, por 18 + 2h

35+1°C com 4-6% de CO3, em ar, por 18 + 2h
35+1°C com 4-6% de CO3, em ar, por 18 + 2h

Ver apéndice A

35+1°C com 4-6% de CO2, em aerobiose por 18 * 2h.

Isolados com crescimento insuficiente em 16-20h devem ser
reincubados imediatamente e os halos de inibicdo devem ser lidos
apo6s um total de 40-44h de incubacéo.

35+1°C com 4-6% de CO2, em aerobiose por 18 * 2h.

Isolados com crescimento insuficiente em 16-20h devem ser
reincubados imediatamente e os halos de inibicdo devem ser lidos
apo6s um total de 40-44h de incubacéo.

35+1°C com 4-6% de CO2, em ar por 18 + 2h

Isolados com crescimento insuficiente em 16-20h devem ser
reincubados imediatamente e os halos de inibicdo devem ser lidos
apo6s um total de 40-44h de incubacéo.

Pendente
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7. Avaliacdo das placas ap6s incubacéo

7.1. Um indculo correto e placas satisfatoriamente semeadas devem resultar em um
crescimento confluente.

7.1.1. Quando forem observadas col6nias isoladas, o in6culo € muito escasso e o teste
deve ser repetido.

7.2. O crescimento deve ser uniformemente distribuido na superficie do agar para obter halos
de inibicdo uniformemente circulares (ndo distorcidos).

7.3. Verificar se os diametros dos halos de inibicdo das cepas de controle de qualidade estdo
dentro dos limites aceitaveis (http://www.eucast.org).
A versao em portugués do documento, Controle de Qualidade, esta disponivel no site

://brcast.org.br).
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8. Afericéo dos halos de inibicéo e interpretagcéao

8.1. Para todos os antimicrobianos (exceto para aqueles citados na se¢éo 8.9), as bordas
dos halos devem ser lidas no ponto de completa inibicdo de crescimento, visto a olho
nu, com a placa posicionada a cerca de 30cm dos olhos. Segurar a placa em um
angulo de 45 graus em relacdo a bancada de trabalho pode facilitar a leitura, quando
as bordas dos halos forem dificeis de definir.

8.2. Ler as placas de agar Mueller-Hinton ndo suplementadas pelo seu fundo, com luz
refletida contra um fundo escuro.

8.3. Ler as placas de agar Mueller-Hinton suplementadas com a tampa removida,
observando a superficie contendo os discos, sob luz refletida.

8.4. Nao utilizar luz transmitida (placas observadas contra a luz) ou lupa, exceto quando
indicado (ver sec¢éo 8.9).

8.5. Aferir os diametros dos halos de inibicdo em milimetros com uma régua ou paquimetro
calibrados.

8.5.1. Se um leitor de halo automatizado for utilizado, ele devera ser calibrado
utilizando como referéncia a leitura manual.

8.6. Interpretar os didmetros dos halos de inibicdo de acordo com valores de pontos de
corte contidos nas Tabelas de Pontos de Corte em http://www.eucast.org.

desse documento em portugués estd disponivel no site do BrCAST]

http://brcast.org.br).

8.7. Se um modelo padrao for utilizado para interpretar os diametros dos halos, a placa
deve ser colocada sobre o padrao e os halos interpretados de acordo com os valores
de corte do BrCAST-EUCAST contidos no modelo. Certifique-se de que os valores de
pontos de corte utilizados estédo de acordo com a Ultima versao da tabela dos valores
de corte do BrCAST-EUCAST. Um programa para preparacdo de modelos padrdes
esta disponivel liviemente em: http://bsac.org.uk/susceptibility/template-program.

8.8. Varios exemplos de figuras mostrando a leitura dos didmetros dos halos de inibi¢cédo
estdo disponiveis no Guia de Leitura em http://www.eucast.org. Este documento
também inclui instru¢des de leitura para combinagdes especificas de microrganismo-

ELECRELlinlegelJEIWMA versao desse documento em portugués esta disponivel no

site do BrCAST (http://brcast.org.br).

8.9. InstrucBes especificas de leitura:

8.9.1. Em caso de halo duplo ou colbnias isoladas dentro do halo de inibig&o, verificar
a pureza e repetir o teste, se necessario. Se a cultura estiver pura, as coldnias
dentro do halo devem ser consideradas.
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8.9.2. Para sulfametoxazol-trimetoprima ou trimetoprima, pode aparecer um
crescimento reduzido dentro do halo de inibicao até o disco devido a presenca
de antagonistas no meio. Este crescimento deve ser ignorado e o diametro do
halo aferido na borda mais nitida do halo.

Para Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans e
Burkholderia pseudomallei, ao testar sulfametoxazol-trimetoprima, um isolado
gue mostrar qualquer sinal de halo de inibigcdo, maior ou igual ao ponto de corte
na categoria sensivel, deve ser relatado como sensivel. Notar que pode haver
um crescimento substancial dentro do halo de inibi¢do. Ler como auséncia de
halo somente se houver crescimento até o disco e nenhuma de halo de inibig&o.

Observar as figuras que estdo disponiveis na Tabela de Pontos de Corte

Clinicos no site do BrCAST (http://brcast.org.br).

Para Aeromonas spp. ao testar sulfametoxazol-trimetoprima, ler a borda bem
definida do halo e desconsiderar a névoa ou crescimento discreto dentro do halo
de inibicdo. Se houver um halo interno com borda bem definida, ler este halo
como o halo de inibigdo.

8.9.3. Para Enterobacterales, ao testar ampicilina, ampicilina-sulbactam e
amoxicilina-acido clavulanico ignorar o crescimento que possa aparecer como
uma fina pelicula produzida no interior do halo em alguns lotes de agar Mueller-
Hinton.

8.9.4. Para Enterobacterales, ao testar temicilina, desprezar col6nias isoladas dentro
do halo de inibicao.

8.9.5. Para Enterobacterales, ao testar mecilinam, desprezar coldnias isoladas dentro
do halo de inibicao.

8.9.6. Para Escherichia coli e fosfomicina, ndo considerar as colbnias isoladas
dentro do halo de inibicdo e efetuar a leitura na borda externa do halo.

8.9.7. Para Proteus spp., ignorar o véu (swarming) e ler o halo de inibicdo do
crescimento.

8.9.8. Para Staphylococcus aureus, ao testar benzilpenicilina, examinar a borda do
halo com a placa voltada contra a luz (luz transmitida). Isolados com valores de
didmetro do halo de inibicdo maior ou igual aos valores de ponto de corte de
sensibilidade, mas com bordas bem definidas, devem ser reportados como

resistentes a benzilpenicilina. [@JS=IEIgEERIl VSN NERER e [ oJo IV E!

Tabela de Pontos de Corte Clinicos no site do BrCAST (http://brcast.org.br).

8.9.9. Quando a cefoxitina for utilizada para deteccdo da resisténcia a oxacilina
(meticilina) em Staphylococcus aureus, aferir o halo evidente e examinar os
halos de inibicdo cuidadosamente contra a luz para detectar coldnias dentro do

halo. Isto pode ser devido a uma [QISU[EReCRNIHIERIEIE ou expressao de
resisténcia heterogénea a oxacilina (meticilina).
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8.9.10.

8.9.11.

8.9.12.

Para Enterococcus, ao testar vancomicina, inspecionar as bordas do halo de
inibicdo cuidadosamente com a placa contra a luz (luz transmitida). Bordas
irregulares e coldnias dentro do halo de inibicdo indicam resisténcia a
vancomicina e devem ser mais bem investigados. Os isolados ndo podem ser
reportados sensiveis antes de 24 horas de incubagcéo.

Tabela de Pontos de Corte Clinicos no site do BrCAST (http://brcast.org.br

Para estreptococos hemoliticos, ler a inibicdo de crescimento e ndo da
hemodlise. A B-hemolise é usualmente livre de crescimento, enquanto a-
hemdlise e o crescimento geralmente coincidem. Inclinar a placa para frente
e para tras para melhor diferenciar hemdélise de crescimento.

Para H. influenzae e agentes betalactamicos, ler a borda externa do halo de
inibicdo e desconsiderar uma &rea de crescimento ao redor do disco.
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9.

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

Controle de Qualidade

Utilizar as cepas controle especificadas na Tabela 4 para monitorar o desempenho do
teste. As principais cepas controle recomendadas sdo cepas tipicamente sensiveis, mas
cepas resistentes também podem ser utilizadas para confirmar que
um método é capaz de detectar resisténcia mediada por mecanismos de resisténcia
conhecidos (CQ estendido, Tabela 5). Estas cepas podem ser adquiridas de cole¢cbes
de cultura ou de fontes comerciais.

9.1.1. Para o controle dos componentes inibidores nos discos combinados de 3-
lactamicos, é recomendado utilizar cepas produtoras de 3-lactamases especificas
(Tabela 4). Estas devem fazer parte da rotina do controle de qualidade. O
componente ativo é avaliado com uma cepa sensivel de CQ.

0 maior nimero possivel de tubos contendo a cepa controle.
Sugestao:

'Sl Preparar 15 criotubos, suficientes para utilizar 1 criotubo por més e os demais
serem utilizados nos anos subsequentes, durante o periodo de validade estabelecido
Armazenar as cepas controle em condicdes que mantenham a viabilidade e

.

a 10 a 15%, solucédo de leite desnatado 10-20% ou equivalente comercial) € um
método conveniente. Armazenar, pelo menos dois tubos de cada cepa controle; um
para Uso e outro como reserva .
' EMicrorganismos nao fastidiosos podem ser armazenados em temperatura inferior ou

igual a -20°C.
Mensalmente (ou em periodicidade menor, caso necessario) eI ENlle=1ale W]l

aliguota do criotubo armazenado em freezer e subcultivar em meio ndo seletivo
apropriado. Verificar a pureza. Armazenar esta placa de cultura pura em geladeira em
recipiente fechado e, a partir desta cultura, fazer um subcultivo para cada dia de teste.
ApOs quatro semanas, ou em intervalo menor, caso a cepa se torne inviavel, descartar
a placa e preparar uma nova a partir do criotubo congelado. Para organismos fastidiosos
gue néo sobrevivem na placa por uma semana, subcultivar a cepa diariamente, por um
periodo maximo de seis dias, depois descartar as placas e preparar uma nova placa a
partir do frasco congelado.

Quando subcultivar uma cepa controle, utilizar varias colbnias para evitar a sele¢cdo de
um mutante.

Os intervalos aceitaveis para as cepas controle sao listados no http://www.eucast.org.

A versao desses documentos em portugués esta disponivel no site do BrCAST
(http://brcast.org.br).
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9.5.

9.6.

9.4.1. Nas tabelas de controle de qualidade do BrCAST-EUCAST, séo listados tanto o
intervalo esperado quanto o valor do alvo. As repeticdes dos testes das cepas de
controle de qualidade do BrCAST-EUCAST devem fornecer valores de halos de
inibicdo randomicamente distribuidos dentro do intervalo recomendado. Se o
numero de testes for 210, a média dos halos de inibicdo deve ser préxima do valor
alvo (idealmente £1mm).

Utilizar as cepas recomendadas para o CQ de rotina para monitorar o desempenho dos
testes. Utilizar uma cultura de crescimento overnight da cepa de CQ e seguir o mesmo
procedimento de teste dos isolados clinicos.

Idealmente, os controles devem ser realizados e analisados diariamente ou, pelo menos,
guatro vezes por semana para 0s agentes antimicrobianos que fazem parte da rotina.
Os testes de controle devem ser lidos e avaliados antes de relatar os resultados dos
testes de sensibilidade para isolados de amostras clinicas.

WO S testes dos controles devem ser realizados e validados semanalmente para 0s

antimicrobianos que fazem parte dos testes de rotina.
A cada dia em que os testes forem realizados, glgieERRYEITLIFgMoMIgI=1a":\e]

CELPEIEHENVIER[), verificar os resultados dos ultimos 20 testes consecutivos.
Verificar os resultados quanto a ocorréncia de tendéncia e diametros de halos que
estejam consistentemente acima ou abaixo do alvo.

WP ara facilitar a analise dos resultados de CQ recomendamos o uso do g
Se dois testes ndo consecutivos estiverem fora do intervalo
aceitavel, do mesmo lado do alvo os testes de sensibilidade para isolados clinicos
podem ser reportados, mas € necessaria uma investigacao.

9.5.3. Se dois testes consecutivos estiverem fora do intervalo aceitavel ou se varios
discos estiverem fora do intervalo em um mesmo dia, investigar antes de relatar
os resultados dos testes de sensibilidade de isolados clinicos. Repetir os testes
dos pacientes, caso necessario.

9.5.4. Se a resisténcia a um determinado antimicrobiano em uma cepa controle
resistente nao for detectada no teste de CQ, suprimir os resultados dos testes de
sensibilidade para isolados clinicos, investigar e testar novamente.

9.5.5. Ao investigar possiveis causas de erros no teste de disco- difusdo, considerar
problemas relacionados a discos de antimicrobianos, meio de cultura, condi¢cdes
de realizagdo do teste e cepas de controle de qualidade.

Além dos testes de CQ de rotina, testar cada novo lote de agar Mueller-Hinton[EXel
OISl SR CRERI I e]o]EN6 para garantir que todos os halos estejam dentro dos

limites aceitaveis. [SfeEofe CRNETORY = LI (o g [eR Elole]1le]gle], para cada novo lote,

medir a profundidade do agar para garantir que esteja dentro dos limites aceitaveis.
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9.7.

9.8.

9.9.

Variac¢fes inaceitaveis:

. Os aminoglicosideos podem evidenciar variacdes inaceitaveis em cétions
divalentes no meio.

. Tigeciclina - variagdes no magnésio.

« Sulfametoxazol-trimetoprima - problemas com o conteddo de timina e timidina.

« Eritromicina - pH do meio fora do limite aceitavel.

. Profundidade de &agar, acima ou abaixo dos limites aceitaveis - resultard em
didmetros de halos menores ou maiores, respectivamente.

9.7.1. Concentracdes altas ou baixas de céations divalentes (Ca?*, Mg?*) podem ser
indicadas por halos de inibicio de P. aeruginosa ATCC 27853, com
aminoglicosideos, abaixo ou acima dos limites aceitaveis de controle de
gqualidade, respectivamente.

9.7.2. O excesso de timina e timidina no meio pode ser indicado por halos de inibicdo
de E. faecalis ATCC 29212 com sulfametoxazol-trimetoprima, abaixo dos limites
de controle de qualidade.

Ao analisar inconsisténcias no controle de qualidade deve-se considerar que
com o agar Mueller-Hinton usualmente afetam toda uma classe de antimicrobianos,
enquanto problemas com a poténcia do disco restringem-se ao disco em questéo.
Abaixo se encontram alguns pontos a serem observados, caso o controle de

nao apresente resultados esperados.
\Verificacao/validacao

Ao iniciar um programa de CQ de um método, ou sempre que houver mudan
poténcia do disco, formulacao ou fabricante de insumos (meios de cultura e/ou discos
a no preparo do in6éculo ou mesmo adicdo de um novo antimicrobiano, deve-se

realizar a verificacao/validacao do procedimento.
RSN/ verificacao/validacdo requer a realizacdo de 20 testes com as mesmas

combinacdes de cada uma das cepas controle recomendadas e discos de
antimicrobianos. Os testes devem ser realizados em 5 replicatas, ou seja,
preparar cinco suspensoes distintas de cada cepa controle num mesmo dia,

sendo que todo o procedimento deve ser realizado de forma independente,

Figura 1):

FMDesempenho satisfatério: ndo mais que 1 em 20 testes fora dos limites

aceitaveis para que se passe para o CQ semanal.
(MCaso 2 testes estejam fora do intervalo aceitdvel, recomenda-se a|

realizacdo de 10 testes adicionais (5 replicatas/dia em 2 dias consecutivos

nos quais todos os resultados devem estar dentro do intervalo aceitavel para
gue se passe ao CQ semanal.

21
BrCAST - Método de Disco-Difusdo para Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
Verséo 9.0, janeiro de 2021 do EUCAST. Verséo para o portugués em 24/6/2021-http://brcast.org.br/



(MCaso 1 ou mais resultados dentre os 10 testes adicionais ou 3 ou mais

resultados dentre os 20 testes iniciais apresentarem-se fora do intervalo
aceitavel, uma investigacdo deve ser iniciada.

LR AllP 2 ssos basicos para investigacdo de erros no método de disco-difusao:

Nota: Sugestdes de investigacdo podem ser encontradas no Anexo 1 deste

documento.

M\ erificar se foi utilizada a cepa controle correta e sua pureza. Verificar se a
cepa controle foi armazenada nas condicdes e tempos recomendados.

b. ifi a densidade do indculo, principalmente

manualmente. Recomenda-se utilizar sempre uma escala padrao ou utilizar um

Y

para preparar os testes. Indculos com turbidez acima do ideal

halos de inibicao acima dos limites estabelecidos. Deve-se suspeitar de falhal
no indculo caso varios antimicrobianos apresentem o mesmo problema.

(Com relacao ao agar Mueller-Hinton, verificar:

Nota: Em caso de meios de cultura adquiridos comercialmente, comunicar o

B Espessura da placa de agar Mueller-Hinton, utilizando bisturi ou estilete.
Realizar a seccao transversal no centro da placa. Aferir a espessura do

agar, que deve ser de 4,0 £ 0,5mm. Espessuras menores do que 3,5mm
resultam em diametros de halos de inibicdo acima dos limites estabelecidos,
de inibicAo abaixo dos limites estabelecidos. Deve-se suspeitar deste
problema caso varios antimicrobianos apresentem o mesmo erro.

gentamicina, tobramicina), clindamicina e macrolideos
eritromicina e claritromicina), mas diametros de halo aumentados para

tetraciclina. Valores de pH acima do limite estabelecido tem efeito inverso
aguele observado para a reducao do pH. Deve-se suspeitar deste problema

caso dois ou mais antimicrobianos da mesma classe apresentem o mesmo

problema.
(+\ICom relacdo aos discos, halos reduzidos para combinag¢des de B-lactamicos-

inibidores com B-lactamases frente a cepa E. coli ATCC 35218 ou K.
pneumoniae ATCC 700603 indicam degradacdo do componente inibidor e

usualmente resultam de acumulo de umidade ocasionado pelo
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acondicionamento sem silica ou abertura do recipiente sem que tenha atingido

a temperatura ambiente. Halos aumentados podem indicar acondicionamento
das cepas em temperatura de armazenamento acima da recomendada.

Ooul
teste fora Prosseguir
do —— paraocCQ
intervalo semanal
aceitavel
b Prosseguir
teste fora do &
intervalo para o CQ
20 testes 2 testes 10 testes " semanal
_ fora do adicionais aceitavel
(S/Tzlig::)tas |nte_r\{alo (5 replicatas
aceitavel / 2 dias)
1 ou mais
teste fora do
intervalo
3 ou mais aceitavel
testes fora
do
intervalo
aceitavel

Figura 1. Fluxograma para verificacao/validacado do teste de sensibilidade.

23
BrCAST - Método de Disco-Difusdo para Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
Verséo 9.0, janeiro de 2021 do EUCAST. Verséo para o portugués em 24/6/2021-http://brcast.org.br/



Tabela 4|

Microrganismo

Cepa

Caracteristicas

Escherichia coli

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Streptococcus pneumoniae

ATCC 25922
NCTC 12241

CIP 76.24
DSM 1103
CCUG 17620
CECT 434

ATCC 35218
NCTC 11954
CIP 102181
DSM 5923

CCUG 30600
CECT 943

ATCC 700603
NCTC 13368

CCUG 45421
CECT 7787

ATCC BAA-2814

ATCC 27853
NCTC 12903
CIP 76.110
DSM 1117
CCUG 17619
CECT 108

ATCC 29213
NCTC 12973
CIP 103429
DSM 2569
CCUG 15915
CECT 794

ATCC 29212
NCTC 12697
CIP 103214
DSM 2570

CCUG 9997
CECT 795

ATCC 49619
NCTC 12977
CIP 104340

DSM 11967
CCUG 33638

Sensivel, selvagem

3-lactamase TEM-1, resistente a ampicilina
(para controle do componente inibidor de discos
combinados de 3-lactamico-inibidor de B-lactamase)

Cepa produtora de ESBL (SHV-18)
(para controle do componente inibidor de discos
combinados de [3-lactamico-inibidor de B-lactamase)

Produtora de KPC-3, SHV-11 e TEM-1

Sensivel, selvagem

Produtora fraca de R-lactamase

Sensivel, selvagem

Sensibilidade reduzida a benzilpeniclina
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Haemophilus influenzae

Campylobacter jejuni

ATCC 49766
NCTC 12975
CIP 103570
DSM 11970
CCUG 29539

ATCC 33560
NCTC 11351
CIP 70.2T
DSM 4688
CCUG 11284

Sensivel, selvagem

Sensivel, selvagem
Ver Apéndice A para as condi¢cbes de teste

Tabela s

Cepas de controle de qualidade para detecgcdo de mecanismos
especificos de resisténcia (CQ estendido)

Microrganismo

’Cepa

| Caracteristicas

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Haemophilus influenzae

ATCC 700603

NCTC 13368
CCUG 45421
CECT 7787

NCTC 12493
CCuUG 67181

ATCC 51299
NCTC 13379
CIP 104676
DSM 12956
CCUG 34289

ATCC 49247
NCTC 12699

CIP 104604
DSM 9999
CCUG 26214

Cepa produtora de ESBL (SHV-18)

mecA positivo, meticilina resistente (MRSA)

Resisténcia de alto nivel aos aminoglicosideos
(HLAR) e resistente a vancomicina (vanB
positivo)

Sensibilidade reduzida a agentes betalactamicos
devido a mutacdes em proteinas ligadoras de
penicilinas (PBP)
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Apéndice A

Teste de disco-difusédo para Campylobacter jejuni e C. coli

O método descrito a seguir (Tabela Al) deve ser seguido quando for realizado teste de
disco-difusdo para Campylobacter jejuni e C. coli de acordo com o EUCAST.

Tabela Al Método de disco-difusdo para Campylobacter jejuni e C. coli

Agar Mueller-Hinton com 5% de sangue desfibrinado de cavalo e 20 mg/L B-
NAD (MH-F)

Meio Para reduzir o swarming (véu), as placas de MH-F devem ser submetidas a
secagem antes da inoculagao (20-25°C overnight ou a 35°C, com a tampa
removida por 15min).

In6culo 0,5 McFarland

Atmosfera de microaerofilia
41+1°C
24 horas

Incubacéo A incubacéo deve resultar em crescimento confluente. Alguns isolados de C.
coli podem néo ter crescimento suficiente depois de 24h de incubacgéo. Esses
isolados devem ser reincubados imediatamente e os halos de inibicdo devem
ser lidos ap6s um total de 40-48h de incubacao.

A temperatura de incubagé&o de 41+1°C foi escolhida para criar condigbes
favoraveis de incubacéo para o crescimento de Campylobacter spp.

Realizar a leitura das placas de MH-F com a tampa removida e luz refletida.
As bordas dos halos devem ser lidas no ponto de completa inibi¢&o, a olho nu,
com a placa posicionada a cerca de 30cm dos olhos e em um angulo de 45
graus em relacéo a bancada de trabalho.

Leitura

Controle de C
Qualidade Campylobacter jejuni ATCC 33560

26
BrCAST - Método de Disco-Difusdo para Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
Verséo 9.0, janeiro de 2021 do EUCAST. Verséo para o portugués em 24/6/2021-http://brcast.org.br/



1.

2.

Controle de Qualidade

Realizar a verificagdo/validacao inicial com 20 testes consecutivos de cepas de controle de

qualidade e antimicrobianos indicados (4 quintuplicatas, ou seja 5 replicatas/dia em 4 dias|

consecutivos), sempre que houver:

SMudanca de metodologia.

a de método de leitura para preparo do in6culo de visual para fotométrico ou vice-

versa.
B Conversao de leitura manual para automatizada.

S\ ovo antimicrobiano ou novo painel/cartdo com concentracao diferente.

Caso dois ou mais resultados estejam fora do intervalo (combinacao de antimicrobiano e

gl Contaminacéo|

D)
Condicoes da prova incorretas (tempo e temperatura de incubacao, atmosfera).

- [

B Desempenho satisfatorio, dentro dos limites aceitaveis — seguir com a rotina de CQ

semanal.

SR esultados inaceitaveis (erros nao 6bvios): seguir com a investigacaol

Lista de verificacdo p/ Acdes Corretivas:

-

SEscala de McFarland homogénea, padronizada e dentro da validade?
-
-

-

o= = P

=0 meio agar Mueller-Hinton apresenta espessura e condicbes satisfatorias no CQ da

A temperatura da incubadora, tempo de incubagao e atmosfera esta adequada?,

=10 técnico é qualificado?
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Erros Sistematicos (Problemas no Sistema de Controle de Qualidade

S Os resultados podem estar fora do intervalo por um problema na metodologia.

S odem envolver multiplos componentes do sistema.
BPodem levar a resultados erroneos de pacientes se nao corrigidos.
SlAs acoes corretivas devem ser realizadas imediatamente e documentadas.

Exemplos de erros sistematicos:

&Um Unico antimicrobiano esta fora do intervalo em mais de uma cepa do CQ.

B2 M Unico antimicrobiano estéa fora do intervalo por mais de um dia de teste.

™ \/arios antimicrobianos fora do intervalo (excluindo-se uma possivel troca de cepa).

Acbes corretivas / Resultados de Pacientes:

MR evisar retrospectivamente os resultados dos testes de sensibilidade dos pacientes desde
a Ultima vez que se obteve resultados de CQ aceitaveis.

MRealizar novamente os testes dos isolados dos pacientes, se necessario e possivel.

M Sc aplicavel, enviar os resultados corrigidos e avisar os médicos se os resultados forem

clinicamente relevantes.
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