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AlteracOoes em relacao a versao
anterior (v 11.0)

Slide |Mudanca

6 Brucella melitensis adicionada

13 Intervalo aceitavel para 0.5 da escala McFarland adicionado
Intervalo aceitavel para 1.0 da escala McFarland adicionado

19 Bacillus anthracis adicionado

20 Intervalo aceitavel para incubacdao de Campylobacter adicionado

20 Brucella melitensis adicionada

28 Instrucdes especificas de leitura adicionadas para Brucella melitensis para

Sulfametoxazol/trimetoprima e Rifampicina
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Meios para teste de sensibilidade
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Meios para teste de sensibilidade

» Agar Mueller-Hinton (MH) n&o suplementado é utilizado para
microrganismos nao fastidiosos.

« Agar MH com 5% de sangue de cavalo desfibrinado mecanicamente e

20 mg/L de B-NAD (MH-F, Mueller-Hinton Fastidiosos) é utilizado para
microrganismos fastidiosos.

« Usar 3-NAD com pureza de = 98%.
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Meios para microrganismos nao-fastidiosos

Microrganismos Meios
Enterobacterales

Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas maltophilia

Acinetobacter spp.
Staphylococcus spp.

Enterococcus spp.
Aeromonas spp.

Achromobacter xylosoxidans
Vibrio spp.

Bacillus spp.

Burkholderia pseudomallei

Agar Mueller-Hinton
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Meios para microrganismos fastidiosos

Microrganismos

Meios

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus dos grupos A, B, Ce G
Streptococcus do grupo viridans
Haemophilus influenzae

Moraxella catarrhalis

Listeria monocytogenes

Pasteurella multocida
Campylobacter jejuni e C. coli
Corynebacterium spp.

Aerococcus sanguinicola e A. urinae
Kingella kingae

Brucella melitensis

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

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br




Preparacao de meio de cultura no laboratorio

Preparar o meio de cultura de acordo com as instrucdes do fabricante.

Para MH-F, ndo adicionar sangue ou -NAD até que o0 meio atinja a
temperatura de 42-45°C. Homogeneizar bem apos o0s suplementos terem
sido adicionados ao meio resfriado.

Distribuir os meios nas placas sobre uma superficie nivelada para se obter
uma profundidade uniforme de 4,0 £ 0,5 mm. Se a profundidade do meio
estiver dentro da faixa aceitavel, porém repetidamente acima ou abaixo de
4 mm, ajustar o volume.

Volume aproximado para placa circular de 90 mm: 25 mL; placa circular de
100 mm: 31 mL; placa circular de 150 mm: 71 mL; placa quadrada de

100 mm: 40 mL. As dimens0es da placa podem diferir entre os fabricantes.
Certifigue-se de que o volume calculado esta correto, com base nas
dimensoes reais da placa de Petri em uso.
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Controle de Qualidade do Agar Mueller-Hinton

 Testar cada novo lote de agar MH para garantir que todos 0s
halos de inibicdo estejam dentro dos intervalos de CQ do
BrCAST/EUCAST.

* Problemas especificos:

- Concentrac0fes altas ou baixas de cations divalentes (Ca?*, Mg?*) no meio
MH podem ser indicadas por halos de inibicdo de aminoglicosideos com
P. aeruginosa ATCC 27853 abaixo/acima dos limites de controle de
gualidade, respectivamente.

- O excesso de timina e timidina pode ser indicado por halos de inibicdo de
sulfametoxazol-trimetoprima com E. faecalis ATCC 29212 abaixo dos
limites de controle de qualidade.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br



Secagem e armazenamento de placas de agar

» Placas preparadas no laboratorio:
- Armazenar em temperatura de 4-8°C

- A secagem das placas, as condi¢coes de armazenamento € 0
prazo de validade devem ser definidos localmente.

» Placas adquiridas comercialmente:
- Armazenar de acordo com as recomendacoes do fabricante.
- Utilizar dentro do prazo de validade indicado.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br



Secagem e armazenamento das placas

Certifigue-se de que as placas de agar estdo em temperatura
ambiente, antes da inoculacao.

A superficie do agar deve estar seca antes do uso. O excesso de
umidade no meio pode resultar em bordas mal definidas e/ou “névoa”
dentro dos halos de inibicao.

— Nenhuma gota de agua de condensacéo deve ser visivel na superficie do agar
ou no interior da tampa. Isso geralmente é observado em placas armazenadas
em sacos plasticos ou recipientes selados.

Se necessario, secar as placas a 20-25°C overnight (cultura
bacteriana incubada por 16-24h) ou a 35°C, com a tampa removida,
por 15 min.

Nao secar excessivamente as placas.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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In6culo

« O meétodo requer uma suspensao
equivalente ao padrao de turbidez
0,5 da escala de McFarland*.

*Correspondendo aproximadamente a
1-2 x108 UFC/mL para E. coli.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Selecionar colonias isoladas a partir de
crescimento overnight em meio nao seletivo

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Preparacao do Inoculo

« Utilizar alca esteéril ou swab de algodao para preparar a suspensao a partir de um
crescimento overnight de um meio nédo seletivo. Se possivel, selecionar varias
colénias morfologicamente semelhantes para evitar a selecdo de variantes
atipicas.

« Suspender as colbnias em salina e homogeneizar até obter uma suspensao
uniforme.

« Ajustar o inoculo de modo a obter turbidez equivalente ao padréo 0,5 (variacao
aceitavel 0,4 - 0,6) da escala de McFarland, adicionando salina ou mais bactérias.
Preferencialmente, usar um dispositivo fotométrico para medir a turbidez.

- Excecéo: para Streptococcus pneumoniae, preparar a suspensao com densidade
equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFarland a partir de crescimento em agar sangue

e ao padrao 1,0 (variacao aceitavel 0.1 — 1.1) da escala de McFarland a partir do
crescimento em agar chocolate.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Inoculacao das placas

Preferencialmente, utilizar a suspensao ajustada do indculo em até
15 minutos apds a preparacao. A suspensao deve ser
obrigatoriamente utilizada em até 60 minutos apos a preparacao.

Garantir que as placas estejam em temperatura ambiente,
previamente a inoculacao.

Mergulhar um swab de algodao estéril na suspensao.

Para bactérias gram-negativas, remover o excesso de liquido
pressionando e girando o swab contra a parte interna do tubo para
evitar um indculo muito denso.

Para bactérias gram-positivas, nao pressionar ou girar o swab
contra a parte interna do tubo.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Inoculacao das placas

« Espalhar o in6culo uniformemente sobre toda a superficie em trés
direcdes ou utilizar um rotador de placa.

« Para bactérias gram-positivas, tenha atencao especial a fim de garantir
gue nao haja descontinuidade entre as estrias.

« Ao inocular varias placas de agar com o0 mesmo inoculo, mergulhar o
swab na suspenséao para cada placa de agar.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Armazenamento dos discos de antimicrobianos

« Armazenar os discos em estogue e em uso de acordo com as
Instrucdes do fabricante.

- Alguns antimicrobianos sdo mais instaveis do que outros e podem ter
recomendacoes especificas.

« Armazenar os discos em uso em recipientes selados com um
dessecante indicador de umidade e protegidos da luz.

« Para evitar a condensacao, deixar os discos atingirem a temperatura
ambiente antes de abrir os recipientes.

- E preferivel manter os discos em temperatura ambiente durante o dia de uso
do que submeter os discos repetidamente a variacoes de temperatura entre
refrigeracao e temperatura ambiente.

« Nao usar discos fora da data de validade indicada pelo fabricante.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Aplicacao dos discos de antimicrobianos

Aplicar os discos em até 15 minutos apoés a
Inoculacao.

Os discos devem estar em contato uniforme
e por completo na superficie do agar.

O numero de discos em uma placa deve ser
limitado para evitar a sobreposicao de halos
de inibicao e interferéncia entre os agentes.

E importante que os diametros dos halos
possam ser medidos de forma confiavel.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Incubacao das placas

Inverter as placas e verificar se os discos nao se desprendem
da superficie do agar.

Incubar as placas em até 15 min apos a aplicacéo dos discos.

O empilhamento das placas na incubadora bacterioldégica pode
alterar os resultados devido ao aquecimento desigual entre
elas. A eficiéncia das incubadoras varia, mas para a maioria
das incubadoras, idealmente, empilhar no maximo cinco
placas.

Incubar as placas MH a 35x1°C em ar ambiente.

Incubar as placas MH-F a 35+1°C com 4-6% de CO, (exceto
para Campylobacter).

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Incubacao das placas

Microrganismos

CondicOes de incubacéo

Enterobacterales

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Pseudomonas spp.

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Stenotrophomonas maltophilia

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Acinetobacter spp.

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Staphylococcus spp.

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Enterococcus spp.

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

Aeromonas spp.

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Achromobacter xylosoxidans

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Bacillus spp.

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Bacillus anthracis

35+1°C em aerobiose por 17%1h

Burkholderia pseudomallei

35+1°C em aerobiose por 18+2h

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Incubacao das placas

Microrganismos

Condicoes de Incubacao

Streptococcus dos grupos A, B,C e G

3511°C em aerobiose com 4-6% de CO, por 18+2h

Streptococcus do grupo viridans

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

Streptococcus pneumoniae

3511°C em aerobiose com 4-6% de CO, por 18+2h

Haemophilus influenzae

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

Moraxella catarrhalis

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

Listeria monocytogenes

3511°C em aerobiose com 4-6% de CO, por 18+2h

Pasteurella multocida

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

Campylobacter jejuni and coli

41+1°C em microaerofilia por 24+1h (40-48h)

Corynebacterium spp.

35+1°C em aerobiose com 4-6% de CO, por 18x2h (40-44h)

Aerococcus sanguinicola e A. urinae

3511°C em aerobiose com 4-6% de CO, por 18+2h (40-44h)

Kingella kingae

35+1°C em aerobiose com 4-6% de CO, por 18+2h (40-44h)

Brucella melitensis

35+1°C em aerobiose com 4-6% de CO, por 48*2h

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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A regra dos 15-15-15 minutos

Seguir essas instrucoes para disco-difusao:

« Utilizar a suspensédo, preferencialmente em ate 15
minutos da preparacao, e obrigatoriamente em ate 60
minutos.

« Aplicar os discos em até 15 minutos apos a
Inoculacao.

* Incubar as placas em atée 15 minutos apds a
aplicacao dos discos.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Leitura das placas apds incubacao

* Um in6culo correto e placas satisfatoriamente semeadas
devem resultar em um crescimento confluente.

* O crescimento deve estar distribuido uniformemente sobre a
superficie do agar para se obter halos de inibicao circulares
nao distorcidos (ver o proximo slide).

* Quando forem observadas colonias isoladas, o indculo € muito
escasso e o teste deve ser repetido.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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O crescimento deve ser confluente e
uniformemente distribuidos na superficie do meio

As placas devem estar assim.. ...e NAO dessa forma

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Leitura dos halos de Iinibicao

* As bordas dos halos devem ser lidas no ponto de completa
Inibicao de crescimento, visto a olho nu, com a placa posicionada
a cerca de 30 cm dos olhos.

Exemplos:

E. coli S. aureus - SCoN S. pneumoniae
Ciprofloxacino Eritromicina Trimetoprima Rifampicina

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Leitura do halos de
Inibicao

* Ler as placas de MH na parte
posterior, contra um fundo
escuro e sob luz refletida.

* Ler as placas MH-F com a
tampa removida e sob luz
refletida.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Leitura dos halos de Inibicao

Nao utilizar luz transmitida (placas observadas contra a luz) ou lupa,
exceto quando indicado.

Segurar a placa em um angulo de 45 graus em relacéo a bancada de
trabalho pode facilitar a leitura, quando as bordas dos halos forem
dificeis de definir.

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

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

No caso de duplo halo de inibicao ou col6nias distintas dentro do halo,
verificar a pureza e repetir o teste, se necessario. Se as culturas forem
puras, as colonias dentro do halo de inibicdo devem ser consideradas.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Leitura dos halos de Inibicao - excecoes (1)

Microrganismo

Antimicrobiano

Leiturados halos de inibicéo

Enterobacterales Ampicilina Ignorar o crescimento discreto que pode
Ampicilina-sulbactam aparecer como um halo interno em alguns
Amoxicilina-acido clavulanico lotes de adgar MH.
Enterobacterales Temocilina Ignorar colonias isoladas dentro do halo de
inibicao.
Enterobacterales Mecilinam Ignorar colonias isoladas dentro do halo de
inibicao.
E. coli Fosfomicina Ignorar colonias isoladas dentro do halo de
inibicdo e ler a borda externa.
Proteus spp. Todos Ignorar o swarming.

S. maltophilia,
A. xylosoxidans e
B. pseudomallei

Sulfametoxazol-trimetoprima

Ignorar o crescimento dentro do halo de
inibicdo, se a borda de halo estiver bem
definida, mesmo quando o crescimento no
interior do halo for substancial.

S. aureus

Benzilpenicilina

Examinar a borda do halo de inibicdo com luz
transmitida (placa posicionada contra a luz).

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Leitura dos halos de Inibicao - excecoes (2)

Microrganismo

Agente Antimicrobiano

Leitura dos halos de inibic&o

Staphylococcus spp. | Cefoxitina

Examinar os halos de inibicdo cuidadosamente

para detectar colonias dentro do halo.

Enterococcus spp. Vancomicina Examinar a borda do halo de inibicao na
parte frontal da placa com luz transmitida
(placa posicionada contra a luz).

Streptococcus spp. Qualquer antimicrobiano Ler a inibicao do crescimento e nao a

inibicdo ocasionada pela hemdlise.

H. influenzae

Agentes betalactamicos

Ler a borda mais externa do halo de
inibicdo e desconsiderar o crescimento
ao redor do disco.

Aeromonas spp. Sulfametoxazol-trimetoprima Ler o halo de inibicdo com bordas bem
definidas e ignorar névoa ou crescimento
discreto no interior do halo.

Qualquer Sulfametoxazol-trimetoprima Ignorar o crescimento ténue até o disco e

microrganismo

Trimetoprima

medir a borda do halo mais nitida.

Brucella melitensis Rifampicina

Examinar cuidadosamente o halo de inibicao
para detectar colbnias proximas a borda do
halo de inibicdo. Essas colonias devem ser
consideradas na leitura.

Versao 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Interpretacao dos halos de Inibicao

* Verificar se os diametros dos halos de inibicao para as
cepas de controle de qualidade estao dentro de
Intervalos aceitaveis, antes de interpretar os testes.

* Interpretar os diametros dos halos de Inibicdo em
categorias de sensibilidade (S, | e R) de acordo com as
tabelas de pontos de cortes do BrCAST-EUCAST atuais
http://brcast.org.br.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Controle de gualidade do teste de sensibilidade

Utilizar as cepas de controle de qualidade de rotina recomendadas para
monitorar o desempenho do teste (consultar as tabelas de CQ disponiveis em
http://brcast.orqg.br).

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

Cepas de controle de qualidade com mecanismos de resisténcia definidos
podem ser utilizadas para confirmar a capacidade de detectar resisténcia (CQ
estendido, consultar as tabelas de CQ disponiveis em http://brcast.org.br).

As cepas de controle de qualidade podem ser adquiridas em colecoes de cultura
ou em fontes comerciais.

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Cepas de controle de qualidade de rotina BrCAST-EUCAST

Microrganismos

Numeros de colecéo de cultura

Caracteristicas

CIP 102181;DSM 5923; CCUG 30600; CECT 943

E. coli ATCC 25922; NCTC 12241 Sensivel, tipo selvagem
CIP 76.24 DSM 1103; CCUG 17620; CECT 434
E coll ATCC 35218; NCTC 11954 TEM-1, Produtor de 3-lactamase

K. pneumoniae

ATCC 700603; NCTC 13368
CCUG 45421, CECT 7787

Produtor de ESBL (SHV-18)

K. pneumoniae

ATCC BAA-2814

KPC-3, SHV-11 e TEM-1

P. aeruginosa

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

Sensivel, cepa selvagem

CIP 103214; DSM 2570; CCUG 9997; CECT 795

S. aureus ATCC 29213; NCTC 12973 Produtor de 3-lactamase fraca
CIP 103429; DSM 2569; CCUG 15915; CECT 794
E. faecalis ATCC 29212; NCTC 12697 Sensivel, cepa selvagem

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Cepas de controle de qualidade de rotina

BrCAST-EUCAST

Microrganismos

Numeros de colecéao de cultura

Caracteristicas

S. pneumoniae

ATCC 49619; NCTC 12977
CIP 104340; DSM 11967
CCUG 33638

Sensibilidade reduzida a
benzilpenicilina

H. influenzae

ATCC 49766; NCTC 12975
CIP 103570; DSM 11970
CCUG 29539

Sensivel, tipo selvagem

Campylobacter jejuni

ATCC 33560; NCTC 11351
CIP 70.2T; DSM 4688; CCUG 11284

Sensivel, tipo selvagem

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Cepas BrCAST-EUCAST para deteccao de mecanismos
de resisténcia especificos (CQ estendido)

Microrganismo

Numeros de colecéao de cultura

Caracteristicas

K. pneumoniae

ATCC 700603; NCTC 13368
CCUG 45421; CECT 7787

Produtor de ESBL (SHV-18)

mecA positivo, resistente a

S. aureus NCTC 12493 o
CCUG 67181 meticilina (MRSA)
ATCC 51299: NCTC 13379 Re?'Stelr.“e a da'to EK‘Z'F‘;"OS _—
E. faecalis CIP 104676: DSM 12956 aminoglicosideo ( ) e resistente

CCUG 34289

a vancomicina (positivo para vanB)

H. influenzae

ATCC 49247; NCTC 12699
CIP 104604, DSM 9999
CCUG 26214

Sensibilidade reduzida a agentes [3-
lactamicos devido a mutacbes PBP

Versédo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versdo BrCAST valida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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ATCC

NCTC

CIP

DSM

CCUG

CECT

Colecao de culturas

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

National Collection of Type Cultures, Public Health England, UK
https://www.phe-culturecollections.org.uk/collections/nctc

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

institut-pasteur-cip

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
https://www.dsmz.de

Culture Collection University of Gothenburg, Sweden
http://www.ccug.se

Coleccion Espariiola de Cultivos Tipo, Spain
http://www.cect.org

Versao 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versédo BrCAST vélida a partir de 13-04-2024 -http://brcast.org.br
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Utilizacao de cepas de controle de qualidade de rotina
para avaliar o desempenho geral

Idealmente, os controles de qualidade devem ser realizados e analisados
diariamente ou, pelo menos, quatro vezes por semana para 0S agentes
antimicrobianos que fazem parte da rotina.

Os testes dos controles devem ser realizados e validados, no minimo, semanalmente

para 0s antimicrobianos que fazem parte dos testes de rotina (consultar Método de
Disco-Difusédo para Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos BrCAST-EUCAST).

Os testes de controle devem ser lidos e avaliados antes de relatar os resultados dos
testes de sensibilidade para isolados de amostras clinicas.

A cada dia em que os testes forem realizados, glElieERYEITlilorTgRe Il CEIgY= oo oo [V [=][E!
EEVl|etele], 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.

Se dois ou mais dos 20 testes estiverem fora da faixa, uma investigacdo sera
necessaria.
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Diametro do halo (mm)
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Monitorando o desempenho do teste

Resultado isolado
fora do intervalo

Limite superior

[ ] [ ] [ ] [ I ]
*— - - Alvo
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] ® ® [ ] [ ]
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ I ]
v o 1 Limite inferior
[ ] [ 3N ]
— ~ N\ )
Todos os resultados Resultados
estao dentro do consecutivos fora
intervalo, porém do intervalo e
numa mesma area numa mesma area
5 10 15 20 25 30 35 40
Dia
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Resposta aos resultados de CQ fora
do intervalo

Se dois testes de CQ nao consecutivos de 20 testes estiverem fora do
Intervalo aceitavel, reportar os resultados do teste de sensibilidade e investigar.

Se dois testes de CQ consecutivos de 20 testes estiverem fora do intervalo
aceitavel, investigar antes de relatar os resultados dos testes de sensibilidade.
Repetir os testes dos pacientes, caso necessario.

Se varios discos (>2) estiverem fora do intervalo aceitavel em um dia, investigar
antes de relatar os resultados do teste de sensibilidade. Repetir os testes, se
necessario.

Se a resisténcia em uma cepa de controle resistente n&o for reconhecida -
entao suprimir os resultados do teste de sensibilidade, investigar e testar
novamente.
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Armazenamento e subcultivo de
cepas controle

Armazenar as cepas de controle de qualidade em micangas (opcional) a temperaturas
inferiores ou igual a -70°C em caldo glicerol (ou equivalente comercial). Armazenar dois

JINNEIRRiER®eSde cada cepa, um para uso e outros para estoque [(fe]gfSIV]I =T\ [=1(ele (oo [

Disco-Difusédo para Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos BrCAST-EUCAST).

Semanalmente, fazer um subcultivo do frasco em uso em meio nao seletivo apropriado
e verificar a pureza.

Diariamente, preparar um subcultivo a partir de uma cultura pura. Utilizar varias colonias
para evitar a selecdo de mutante. Microrganismos fastidiosos sO podem ser
subcultivados de um dia para o outro [(sEIgR=Ne]eler=Te}e [ERele]glife] (Ko [EETg[o}) B

As cepas de CQ podem ser subcultivadas por, no maximo, 6 dias. Em seguida,
descartar as placas e preparar uma nova placa para uso, a partir do frasco em uso
congelado. Verificar a pureza.

Quando o frasco em uso estiver esgotado, fazer um subcultivo a partir do frasco
estoque e preparar um outro frasco para uso.
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Subcultivo de cepas de CQ para a opcao de controle

diario e/ou verificacao/validacao

Cepas de CQ - nao fastidiosos

~ TN N

| S| W] S | S -

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Cultura pura

Cepas de CQ - fastidiosos

/\/\/\/\/\
S S_—

Dia 1 Dia 2 Dia 3 D|a 4 Dla 5 D|a 6
Cultura pura
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Subcultivo de cepas CQ de bactérias ndo

Método de Disco-Difusdo para Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos BrCAST-EUCAST.

T Versdo 12.0, janeiro de 2024 do EUCAST. Versado BrCAST valida a partir de 13-04-2024
fastidiosas — semanal

Op¢ao em placa
(armazenar 2-82C)

2 G S S [y S Ry S iy S
TUBO ESTOQUE

12 repique SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4
(Migangas criotubo

freezer)

Armazenar/reserva

o
i -
-

TUBO USO SEMANA 1

(Migangas criotubo E

freezer) .
Opg¢do em tubo — -
(armazenar 2-82C)

> o SEMANA 2

.

. s

Repique para uso -
i SEMANA 3

o
— &3
) SEMANA 4
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Fontes Potenciais de Erro (1)

Meios

Armazenamento das placas

Nao preparado de acordo com as instrugcoes

Variacao de lote para lote ou mudanca de fornecedor do meio

Suplementos (variacdes de lote para lote, quantidade incorreta ou
prazo de validade expirado)

pH

Profundidade / volume do agar

Data de validade expirada

Condicoes
do teste

Regra de "15-15-15 minutos" nao foi seguida (suspensao utilizada
em 15 minutos, discos aplicados em 15 minutos, incubacéo em 15
minutos)

Incubacéo (temperatura, atmosfera e tempo)

Inoculacgao incorreta (menos densa ou muito densa e irregular)

Condicoes de leitura (fundo, iluminacao)

Leitura das bordas do halo de inibicao
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Fontes potenciais de erro (2)

Discos

Disco incorreto (antimicrobiano errado ou concentracao
do disco errada)

Poténcia do disco (armazenamento incorreto,
antimicrobiano instavel, data de validade expirada)

Discos nao estao na temperatura ambiente quando os
recipientes sao abertos

Muitos discos huma mesma placa (interferéncia entre 0s
antimicrobianos)

Microrganismos de
controle

Cepa de CQ incorreta

Mutacao

Contaminacao

Tempo de incubacéao da cultura
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Site do BrCAST

* Verificar o site do BrCAST regularmente para
atualizacoes sobre a metodologia, intervalos de CQ
e de pontos de corte em http://brcast.org.br/

* Duvidas e sugestOes, acessar o site BrCAST em
http://brcast.org.br/contato pelo e-mail
contato@brcast.org.br.
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BrCAST

Brazilian Commitiee on
Antimicrobial Susceptibility Testing

EUROPEAN COMMITTEE
ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Micrabiology and Infectious Diseases
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