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Preparo de meios para o teste de disco-difusdo do BrCAST-EUCAST
e para a determinacdo dos valores de concentracdo inibitéria
minima pelo método de microdiluicdo em caldo

Alteracdes em relagcéo a versao anterior (v. 6.0)

A. Meios para o teste de disco-difuséo

Secao Alteracdes
Introducéo Informacao sobre meio para o0 método de disco-difusdo de
bactérias anaerobias adicionada na pagina 2.
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A. Meios para o teste de disco-difusao*:

Agar Mueller-Hinton (MH) e agar MH suplementado com sangue desfibrinado de
cavalo e B-NAD (MH-F)

Agar MH, agar Mueller-Hinton ndo suplementado, é utilizado para o teste de disco-
difuséo de microrganismos néao exigentes.

Agar MH-F, MH suplementado com 5% de sangue de cavalo desfibrinado
mecanicamente e 20 mg/L de B-NAD, é utilizado para testar Streptococcus spp.
(incluindo Streptococcus pneumoniae), Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Listeria  monocytogenes, Campylobacter jejuni e C. coli, Pasteurella multocida,
Corynebacterium spp., Aerococcus sanguinicola e A. urinae e Kingella kingae.

As placas de meio de cultura podem ser preparadas no laboratério a partir de meio
desidratado ou compradas prontas para uso de fontes comerciais. O meio Mueller-
Hinton desidratado deve atender aos requisitos de especificacdo técnica da norma I1SO,
ISO/TS 16782, de 2016 e aos critérios de controle de qualidade publicados pelo
BrCAST-EUCAST.

* Para o teste de disco-difusdo do BrCAST-EUCAST de bactérias anaerdbias, o meio
recomendado é agar anaerobio fastidioso (FAA). Para a preparacdo de FAA, veja o
manual sobre o método de disco-difusdo para bactérias anaerdbias selecionadas em
http://www.brcast.org
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As placas de agar MH e MH-F sdo preparadas como a seqguir:

1. Reagentes

11

Meio de cultura 4gar MH em po6 de fonte comercial.

1.2

Sangue de cavalo desfibrinado mecanicamente.

1.3

B-nicotinamida-adenina-dinucleotidio (3-NAD), pureza 298%.

2. Preparacao da solucao estoque de B-NAD

2.1

Dissolver o B-NAD em &gua deionizada estéril para uma concentragdo de 20 mg/mL.

2.2

Esterilizar a solugéo utilizando membrana filtrante de 0,2 pm.

2.3

A solucédo estoque deve ser armazenada em temperatura <-20°C em aliquotas e
descongelada quando necessério. Nao voltar a congelar solugédo nao utilizada.

3. Preparacdo das placas de agar

3.1

Preparar e autoclavar o 4gar MH de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.2

Deixar a temperatura do meio baixar para 42-45°C.

3.3

Para preparo do agar MH-F, adicionar assepticamente 50 mL de sangue de cavalo
desfibrinado mecanicamente e 1 mL de solucio estoque de B-NAD para cada litro de
meio. Misturar bem e dispensar imediatamente.

3.4

Dispensar em placas de Petri estéreis para obter uma profundidade média de 4,0 + 0,5
mm (cerca de 25 mL em uma placa circular de 90 mm, 31 mL em uma placa circular de
100 mm, 71 mL em uma placa circular de 150 mm, 40 mL em uma placa quadrada 100
mm). Verificar o volume correto com base nas dimensdes reais da placa de Petri
utilizada. As dimensdes da placa podem variar entre diferentes fabricantes.

3.5

Deixar o agar solidificar antes de mover as placas.

3.6

A superficie do agar deve estar seca antes do uso. Nenhuma gota de agua deve ser
visivel na superficie do &gar ou na parte interna da tampa. Se necessario, secar as
placas em temperatura entre 20-25°C overnight ou a 35°C, com a tampa removida por
15 minutos. N&o secar excessivamente as placas.
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4. Armazenamento de placas de agar

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

4.2 | Para placas preparadas no laboratério, a secagem das placas, as condi¢cées de
armazenamento e o prazo de validade devem ser determinados como parte do
programa de garantia de qualidade do laboratério.

4.3 | As placas adquiridas comercialmente devem ser armazenadas conforme
recomendado pelo fabricante e devem ser utilizadas dentro do prazo de validade.

4.4 | Para placas de agar (adquiridas comercialmente ou preparadas no laborato6rio)

armazenadas em sacos plasticos ou outros recipientes fechados, pode ser necessario
secé-las antes da utilizagéo para evitar o excesso de umidade, que pode resultar em
halos com bordas distorcidas e/ou névoa no interior dos halos.

5. Controle de qualidade

5.1 | Utilizar um eletrodo de pH de superficie para verificar se o pH esta dentro do intervalo
de 7,2-7,4.

WA\ erificar se a profundidade do agar é de 4,0mm £ 0,5mm no centro da placa. Para isso
utilizar estilete e realizar corte transversal em relacdo a superficie do meio.

5.3 | Verificar se 0 meio suporta um bom crescimento das cepas controle dos microrganismos
a serem testados.

5.4 | Realizar disco-difusdo para cepas de controle de qualidade de acordo com as

recomendacdes do BrCAST/EUCAST e verificar se os halos de inibicdo estado dentro
dos limites estabelecidos para todas as combina¢fes de agentes
antimicrobianos/bactérias utilizadas (Tabelas de CQ BrCAST-EUCAST).
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B. Meios para determinacao da CIM pelo método de microdiluicéo
em caldo

Mueller-Hinton cation-ajustado (MHB) e MHB suplementado com sangue lisado
de cavalo e B-NAD (caldo MH-F)

Caldo MH, caldo Mueller-Hinton céation-ajustado ndo suplementado, é utilizado para
testes de microdiluicdo em caldo de microrganismos nao exigentes de acordo com a
norma ISO 20776-1, de 2019.

Caldo MH-F, caldo MH cation-ajustado suplementado com 5% de sangue lisado de
cavalo e 20 mg/L de B-NAD, é utilizado para testar Streptococcus spp. (incluindo
Streptococcus pneumoniae), Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni e C. coli, Pasteurella multocida,
Corynebacterium spp., Aerococcus sanguinicola e A. urinae, Kingella kingae e varios
outros microrganismos fastidiosos.

O caldo MH néo suplementado pode ser adquirido pronto para uso de fontes comerciais
ou ser preparado no laboratdrio seguindo as instrucdes dos fabricantes. O caldo MH
deve atender aos requisitos de especificacdo técnica da norma ISO, ISO/TS 16782, de
2016 e aos critérios de controle de qualidade publicados pelo BrCAST-EUCAST.

O caldo MH-F é preparado como a seguir:

1. Reagentes

1.1 | Caldo MHB cétion-ajustado de origem comercial.

1.2 | Sangue lisado de cavalo a 50%.

1.3 | B-nicotinamida-adenina-dinucleotidio (3-NAD), pureza =98%.

2. Preparacao da solucao estoque de sangue lisado de cavalo a 50%

2.1 | Diluir assepticamente o sangue de cavalo desfibrinado mecanicamente com uma
guantidade igual de agua deionizada estéril.

2.2 | Congelar o sangue a -20°C durante a noite e descongelar. Repetir o ciclo até que
as células sejam completamente lisadas (trés ciclos sao geralmente suficientes,
mas a norma ISO 20776-1 sugere que até sete ciclos podem ser necessarios).

2.3 | Clarificar a solugdo de sangue lisado de cavalo a 50% por centrifugaco e descartar o
sedimento. Uma solucao clara é essencial para a leitura. A falha em clarificar a
solucéo pode ser devido & lise ou centrifugacéo inadequadas. Repetir a centrifugagéo
pode melhorar a clarificacdo da solugéo sobrenadante.

2.4 | A solugéo estoque deve ser armazenada em temperatura < -20°C em aliquotas e
descongelada quando necessario. Nao voltar a congelar solugdo néo utilizada.
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3. Preparagao da solugao estoque de 3-NAD

3.1 | Dissolver o B-NAD em agua deionizada estéril para uma concentracao de 20 mg/mL.
3.2 | Esterilizar a solugéo utilizando um filtro de membrana de 0,2 pm.
3.3 | A solugédo estoque deve ser armazenada em temperatura < -20°C em aliquotas e

descongelada quando necessario. Nao voltar a congelar solucéo nao utilizada.

4. Preparacao do caldo MH-F

4.1 | Preparar e autoclavar o caldo MHB cation-ajustado de acordo com as instru¢des do
fabricante, mas com 100 mL a menos de agua deionizada para cada litro de meio a ser
preparado para permitir a adicdo do sangue lisado de cavalo.

4.2 | Deixar a temperatura do meio baixar para 42-45°C.

4.3 | Adicionar assepticamente 100mL de sangue lisado de cavalo a 50% e 1 mL de solugéo
estoque de B-NAD por litro de meio e homogeneizar bem.

4.4 | Distribuir o caldo MH-F em tubos com tampa de rosca estéreis.

5. Estocagem do caldo MH-F

5.1

Armazenar o caldo MH-F a 4-8°C.

5.2

As condi¢des de armazenamento e prazo de validade devem ser determinadas como
parte do programa de garantia de qualidade do laboratério. E esperada uma
estabilidade de trés meses.

6. Controle de qualidade

6.1 | Verificar se o pH esta dentro do intervalo 7,2-7,4.

6.2 | Verificar se 0 meio suporta um bom crescimento das cepas controle dos
microrganismos a serem testados.

6.3 | Verificar se as CIMs estdo dentro dos limites estabelecidos para todas as combinagtes

de agentes antimicrobianos/bactérias utilizadas (Tabelas de CQ BrCAST-EUCAST).




