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EUROPEAN COMMITTEE

X EUCAST gamicraen Rapid AST directly from blood culture bottles (RAST)

European Society of Clinical Microblology and Infectious Diseases

O EUCAST desenvolveu um método para TSA rapido

diretamente de frascos de hemocultura positiva

40 horas
mais rapido que TSA padréo

https://www.eucast.org/rapid_ast_in_bloodcultures
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Metodologia do RAST: Incubacao e leitura das placas:
Tempo de incubacao e leitura

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus Mueller-
35t1°C em ar

Enterococcus faecalis Hinton

Enterococcus faecium

Acinetobacter baumannii
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Metodologia do RAST: Incubacao e leitura das placas:
Tempo de incubagéo

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus Mueller-
_ _ 35¢1°C em ar
Enterococcus faecalis Hinton
Enterococcus faecium
Acinetobacter baumannii
) Mueller-
Pseudomonas aeruginosa . 35¢1°C em ar
Hinton
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Metodologia do RAST: Incubacao e leitura das placas:

Microrganismo Tempo de incubacao m Incubacao

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus Mueller-
_ _ 35¢1°C em ar
Enterococcus faecalis Hinton
Enterococcus faecium
Acinetobacter baumannii
_ Mueller-
Pseudomonas aeruginosa . 35¢1°C em ar
Hinton
_ Mueller-
Streptococcus pneumoniae _ 35+1°C em 4-6% de CO,
Hinton-F
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Metodologia do RAST

Inoculacao direta & d d b
- Até 6 discos de antibidticos
de 100 -150 pL x

. =N
e a—— ) Incubagao curta com pontos
de corte adaptados a cada
e tempo de incubagao.
Placas (90x15 mm) Desde 2022, é possivel
de MH ou MH-F prolongar a incubagéo para

Frasco de hemocultura positiva

(BD, BioMerieux e Thermo Fisher
foram validados)

Os pontos de corte sao
especificos para cada espécie
e cada tempo de leitura.

16-20 h, mas nao além.

A identificagao das espécies

deve ser conhecida antes da

interpretacao dos resultados
do RAST.

Created with BioRender.com

Figura de discos de antibiéticos:
https:/www.netcare.com.br
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Metodologia do RAST:

Preparacéao dos frascos de hemocultura:

v' Frasco de hemocultura positiva:

- deve ser processado em até X 18h apds o sinal positivo,

- ndo devem ser removidos do equipamento até que esteja tudo pronto para
processar o RAST;

- até z 3h em temperatura ambiente;

- ndo deve ser realizado em hemoculturas com crescimento de mais do que uma
espécie de microrganismo (culturas mistas).
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Metodologia do RAST:

Inoculac&o de placas de agar diretamente de frascos de hemocultura
positiva:

v Inocular entre 100-150 pl (125+ 25 pl) da amostra néo diluida diretamente do frasco
de hemocultura positiva em placas de agar Mueller Hinton (MH) ou Mueller Hinton-F
(MH-F) de 90 mm

Créditos fotos: Nat

2024 - EVENTO ANUAL DE ATUALIZACAQO BRCAST BrCAST o SBPC/ML




Metodologia do RAST:

Inoculac&o de placas de agar diretamente de frascos de hemocultura
positiva:

= Espalhar o in6culo suavemente sobre a superficie do agar:

« com auxilio de um swab em trés dire¢des;

nnnnnnnnnnnnn Nal Denissani
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Metodologia do RAST:

Inoculacao de placas de agar diretamente de frascos de hemocultura
positiva:
» Aplicar os discos como para o TSA padrao:

« Até 6 discos, no maximo, por placa para evitar interferéncia entre os agentes antimicrobianos.
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Metodologia do RAST: Leitura das placas apds incubacao:

Os halos de inibicao s6 devem
ser lidos quando:

- 0 crescimento estiver
confluente;

- e as bordas dos halos
estiverem claramente visiveis:

REALIZAGAO:
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Metodologia do RAST: Incubacao e leitura das placas:

v Ler os didmetros dos halos de inibicdo no tempo padronizado para a leitura
(= 5 minutos):

v' Se necessario, reincubar as placas dentro de no maximo 10 minutos para permitir a
leitura em um momento posterior (6 e/ou 8 horas).
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Metodologia do RAST: Incubacao e leitura das placas:

v' Se for necessario incubar as placas por um periodo maior do que 8 horas, ler os
didametros das zonas de inibicdo entre 16-20 horas.

v' Nao incubar ou ler as placas ap6s 20 horas.
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Metodologia do RAST:

Instrucoes gerais de leituras:

MH: contra um fundo escuro MH-F: contra um fundo claro

- segure a placa cerca de 30cm do olho em um angulo de 45° da bancada de trabalho;

-incline a placa em direcdo a vocé paraidentificar as bordas de forma mais nitida.
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Metodologia do RAST:

Instrucdes especificas para leituras em 4, 6 e 8 horas de incubacao:

Leia ambas as placas MH e MH-F

pela frente das placas com a tampa removida e com a luz refletida

& l |
‘E
'
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Staphylococcus aureus ATCC 29213 — 6 horas

Staphylococcus aureus ATCC 29213 — 8 horas , v

2024 - EVENTO ANUAL DE ATUALIZACAO BRCAST BrCAST o SBPC/ML



Metodologia do RAST:

Instrucdes especificas para leituras em 16-20 horas de incubacao:

Leia as placas de MH pela parte de tras da placa, com luz refletida

e as placas de MH-F pela frente da placa com a tampa removida e luz refletida

aaaaaa usp)
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Staphylococcus aureus ATCC 29213 8 horas Staphylococcus aureus ATCC 29213 — 16-20 horas

(CFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-

2024 - EVENTO ANUAL DE ATUALIZACAO BRCAST BrCAST o SBPC/ML
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Cada espécie para as quais foram Como usar as tabelas de pontos de corte do RAST BrCAST-EUCAST
estabelecidos pontos de corte é apresentada

Espécies em tabelas individuais. Tabela de pontos de corte RAST BrCAST-EUCAST v. 7.0, valida a partir de 25-03-2024

RAST com tempo de incubacio
Tabelas de pontos de corte de halos de inibigdo para RAST diretamente de frascos de hemocultura prolongado de 16-20 horas so deve ser

usado quando as placas ndo puderem
ser lidas em 4, 6 ou 8 horas.

T

Mérado ripido de disco difusio diretamente de frascos de hemocultTa positivos

padronizado pelo EUCAST

Meio de cultura:

Paontos de corte de halos Indculo: Metodologia e controle de
de inibicao para leitura e Incubagso: qualidade do RAST BrCAST-
interpretaciio dos [:;:':; de incubag&o: EUCAST.
rﬁzﬂ:ﬂ]&slﬁggégﬁi 8 CQ do RAST para implementagdo do método RAST:
. CQ Padrao:

>~ [

- -

odo 4 horas & horas. 8 horas 16-20 horas
Agente Antimicrobiano di

’mo‘o Sz AIT R< Sz AIT R< Sz AIT R= Sz AIT R=
Agente antimicrobiano A 30-6 }Y/ 12-16 12 & 1a-17 14 5 14-17 14 16 =17 14
Agente antimicrobiano B 5 5 13-14 13 16 14-15 14 7 15-16 15 16 14-15 4
Agente antimicrobiano C 19’/ 15 12-14 12 -] 14-15 4 17 15-16 s 17 15-16 s
Agente antimicrobiano D 10 i) 6-13 Jyu] 13 6-14 mo J] 6-15 ND 15 5-14 D
Agente antimicrobiano E 10 S0 15-17 15 17 15-16 15 17 15-16 5 17 15-16 s
Agente antimicrobiano F 5 MO 10-50 10 ] 10-50 1*] MO 10-50 10 MO 10-50 10
Agente antimicrobiano G 30 (5] [12-14) 2] Jig] [13-14] [iE] 1151 13-14) 113) [15) 13-14) [13)
Agente antimicrobiano H 10 14 12-13 12 14 12-13 14 14 12-13 12 1? 12 12
Agente antimicrobiano | 19/ 14 12-13 12 5 13-14 1# = 13-14 13 1% 1315 13

/
AIT - drea de incerteza

técnica na qual nenhuma Sem ponto de corte. A

categorizacéo pode ser e -
definida - deixar em branco sensibilidade ndo pode ser
reportada com seguranga.

Sem ponto de corte. A
resisténcia ndo pode ser

no resultado. reportada com seguranca.
Pontos de corte entre parénteses
sdo utilizados para diferenciar
Um ponto de corte arbitrario microrganismos com e sem
“fora da escala” que categoriza mecanismos de resisténcia
microrganismos selvagens adquiridos (ver Notas).
como "Sensivel, aumentando
exposicio ().
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Klebsiella pneumoniae

Tabela de pontos de corte RAST BrCAST-EUCAST v. 7.0, valida a partir de 25-03-2024

Pontos de corte dos didmetros de halos de inibigdo para RAST diretamente de frascos de hemocultura

Método rapido de disco difusdo diretamente de frascos de hemocultura positivos padronizado pelo
EUCAST

Meio de cultura: Agar Mueller-Hinton (MH)

Inéculo: 12525 pL diretamente de frascos de hemocultura positivos

Incubagdo: Ar ambiente, 35+1°C

Tempo de incubacdo: 4, 6 e 8 e 16-20 horas

Instrucoes gerais de leitura: Os halos de inibig&o s6 devem ser lidos quando o crescimento for confluente e
as bordas claramente visiveis.

Leitura 4, 6 e 8 horas: Remover a tampa e ler os diametros dos halos de inibi¢éo, observando a superficie
contendo o0s discos, contra um fundo escuro e sob luz refletida.

Leitura 16-20 horas: Ler os didmetros dos halos de inibig&o, visto da parte posterior da placa, contra um
fundo escuro e sob luz refletida.

QC for implementation of RAST

Os pontos de corte sdo validos para K. pneumoniae, K. variicola ipneumoniae. J
Adent timicrobi Contetdo do ; 16:00 r}s
gente antimicrobiano disco (ug) 55 | 04:00 R< s L] 06:00 R< 53\ 20:00 R<
Amoxicilina-acido clavulanico 20-10 15 13-14 13 16 14-15 14 18 16
Piperacilina-tazobactam 30-6 15 13 16 = 14 17 15
Temocilina 30 50 14 14 50 15 15 50 16 16
Cefotaxima' 5 15 12-14 12 18 15-17 15 16 14-15 14
Ceftazidima’ 10 15 13-14 13 16 14-15 14 18 15-17 15
Ceftazidima-avibactam 10-4 12 10-11 10 13 11-12 11 14 12-13 12
Ceftolozane-tazobactam 30-10 16 14-15 14 16 14-15 14 20 17-19 17
Imipenem? 10 16 14-15 14 17 15-16 15 15 12-14 12
Imipenem-relebactam 10-25 15 13-14 13 15 14 14 17 15-16 15
Meropenem® 10 15 13-14 13 17 15-16 15 15 13-14 13
Meropenem-vaborbactam 20-10 16 14-15 14 17 16 16 15 13-14 13
Ciprofloxacina 5 17 15-16 15 18 16-17 16 19 17-18 17
Levofloxacina 5 17 14-16 14 18 15-17 15 18 15-17 15
Amicacina® 30 (15) (13-14) (13) (14) (12-13) {12) (14) (12-13) (12) (15) (13-14) (13)
Gentamicina® 10 (14) (12-13) (12) (14) (12-13) (12) (13) (11-12) (1) (14) (13) (13)
Tobramicina® 10 (14) (12-13) (12) (13) (11-12) (11) (13) (11-12) (11) (14) (13) (13)
Sulfametoxazol-Trimetoprima 1.25-23.75 11 9-10 9 11 9-10 9 11 9-10 9 10 8-9 8
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Meétodo rapido de disco difusio diretamente de frascos de hemocultura positivos padronizado pelo
EUCAST

Meio de cultura: Agar Mueller-Hinton (MH)

Indculo: 125+25 L diretamente de frascos de hemoculiura positivos

Incubacéo: Ar ambiente, 35+1°C

Tempo de incubagao: 4, 6 e 8 e 16-20 horas

Instrugdes gerais de leitura: Os halos de inibicdo s6 devem ser lidos quando o crescimento for confluents e
as bordas claramente visiveis.

Leitura 4, 6 e 8 horas: Remover a tampa e ler os diGmetros dos halos de inibigdo, observando a superficie
contendo os discos, contra um fundo escuro e sob luz refletida.

Leitura 16-20 horas: Ler os didmetros dos halos de inibig&o, visto da parte posterior da placa, contra um
fundo escuro e sob luz refletida.

QC for implementation of RAST

Notas

1. Os pontos de corte para cefalosporinas para K. pneumoniae iréo detectar todos os mecanismos de resisténcia clinicamente relevantes. A presenca ou auséncia de ESBL por si s6
néo influencia a categorizagéo de sensibilidade. Entretanto, a deteccéo e caracterizacdo de ESBL séo recomendadas para fins de saude publica e controle de infecgdes.

Consulte o documento de triagem de mecanimos de resisténcia do RAST BrCAST-EUCAST (link para o documento) para os pontos de corte para triagem.

2. Os pontos de corte para carbapenémicos para K. pneumoniae irdo detectar todos os mecanismos de resisténcia clinicamente relevantes. A presen¢a ou auséncia de
carbapenemases por si s6 ndo influencia a categorizacdo de sensibilidade. Entretanto, a detec¢éo e caracterizac@o de carbapenemases sdo recomendadas para fins de salde publica
Consulte o0 documento de triagem de mecanismos de resisténcia do RAST BrCAST-EUCAST (link para o documento) para os pontos de corte para triagem.

3. Os pontos de corte dos aminoglicosideos distinguem entre isolados sem € com mecanismos de resisténcia. Para infec¢des da corrente sanguinea, o EUCAST recomenda que os
aminoglicosideos sejam utilizados em combinacdo com outra terapia ativa.

2024 - EVENTO ANUAL DE ATUALIZACAO BRCAST BrCAST o SBPC/ML



Triagem para ESBL e Carbapenemases em E. coli e K. pneumoniae, para fins

epidemiologicos, como parte do procedimento do RAST:

S Agente Realizar teste confirmatério para ESBL se:
spécie o i
Antimicrobiano | 4 horas | 6 horas | 8 horas | 16-20 horas
Cefotaxima 5 jg <15 <16 <17 <16
E. coli
Ceftazidima 10 pg <15 <16 <17 <17
Cefotaxima 5 g <15 <18 <18 <16
K. pneumoniae
Ceftazidima 10 pg <15 <16 <16 <18

Agente

Pontos de corte de triagem para

Espécie L . carbapenemases
Antimicrobiano
4 horas | 6 horas | 8 horas | 16-20 horas
E. coli Meropenem 10 pg <20 <20 <20
K. pheumoniae Meropenem 10 ug <18 <18 <20

2024 - EVENTO ANUAL DE ATUALIZAGCAO BRCAST
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Pseudomonas aeruginosa

Tabela de pontos de corte RAST BrCAST-EUCAST v. 7.0, valida a partir de 25-03-2024

Pontos de corte dos diametros de halos de inibigao para RAST diretamente de frascos de hemocultura

Ponto de corte de diametro de halo "S 2 50 mm" é um ponto de corte arbitrario fora da escala para impedir que isolados sejam categorizados como
"Sensivel, dose padrao”. Para estes isolados com diametros de halos de inibigao maiores que a AlT, o resultado deve ser reportado como
"Sensivel, aumentando exposi¢io".

Método rapido de disco difusdo diretamente de frascos de hemocultura positivos padronizado
pelo EUCAST

Meio de cultura: Agar Mueller-Hinton (MH)

Inéculo: 125+25 yL diretamente de frascos de hemocultura positivos

Incubagao: Ar ambiente, 35+1°C

Tempo de incubagéo: 6, 8 e 16-20 horas

Crescimento fracofinstrugdes gerais de leitura: Para alguns isolados ha um crescimento fraco no
RAST. Os isolados geralmente apresentam também um crescimento fraco no disco difus&o padréo de 164
20 horas de incubac&o. Os halos de inibicdo s6 devem ser lidos quando o crescimento for confluente e as
bordas claramente visiveis.

Leitura 4, 6 e 8 horas: Remover a tampa e ler os didmetros dos halos de inibicao, observando a
superficie contendo os discos, contra um fundo escuro e sob luz refletida.

Leitura 16-20 horas: Ler os didmetros dos halos de inibigéo, visto da parte posterior da placa, contra
um fundo escuro e sob luz refletida.

QC mplementation of RAST

. . Conteudo do R o0 116:00
Agente antimicrobiano disco (ug) s>\ 06:00 R< s GDB-OQ R< s>\ 20:00 R<
Piperacilna-tazobactam 30-6 50 - 13 50 Wauld- 14 50’ _ 15!
Cefepima 30 50 15-16 15 50 15-16 15 50 1 17
Ceftazidima 10 50 12-14 12 50 13-15 13 50 14 14
Ceftazidima-avibactam 10-4 15 13-14 13 16 14-15 14 18 1517 15
Ceftolozane-tazobactam 30-10 15 14 14 16 15 15 ND 18-50 18
Imipenem 10 50 15-16 15 50 15-16 15 50" 16 16'
Imipenem-relebactam 10-25 18 16-17 16 20 18-19 18 22! 20-21" 20'
Meropenem 10 16 14-15 14 16 14-15 14 16' 15! 15!
Meropenem-vaborbactam 20-10 14 13 13 14 13 13 14! 11-13" 11"
Ciprofloxacina S5 50 17-18 17 50 20-21 20 50 20-22 20
Levofloxacina 5 50 14-15 14 50 15-16 15 50 15-16 15
Amicacina® 30 (15) (13-14) (13) (14) (13) (13) (12) (11) (11)
Tobramicina® 10 (14) (13) (13) (15) (14) (14) (14) (13) (13)

REALIZAGAO:

BrCAST e SBPC/ML
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Método rapido de disco difusao diretamente de frascos de hemocultura positivos padronizado
pelo EUCAST

Meio de cultura: Agar Mueller-Hinton (MH)

Inéculo: 125+25 uL diretamente de frascos de hemocultura positivos

Incubacgao: Ar ambiente, 35£1°C

Tempo de incubagao: 6, 8 e 16-20 horas

Crescimento fraco/instrucdes gerais de leitura: Para alguns isolados ha um crescimento fraco no
RAST. Os isolados geralmente apresentam também um crescimento fraco no disco difusdo padrao de 16-
20 horas de incubacdo. Os halos de inibicdo s6 devem ser lidos guando o crescimento for confluente e as
bordas claramente visiveis.

Leitura 6 e 8 horas: Remover a tampa e ler os didmetros dos halos de inibicdo, observando a superficie
contendo os discos, contra um fundo escuro e sob luz refletida.

Leitura 16-20 horas: Ler os didametros dos halos de inibicao, visto da parte posterior da placa, contra
um fundo escuro e sob luz refletida.

QC for implementation of RAST

1. Ignore coldnias iscladas dentro do halo de inibicdo quando as placas forem lidas entre 16-20 h.

2. Os pontos de corte dos aminoglicosideos distinguem entre isolados sem e com mecanismos de resisténcia. Para infecgGes da corrente sanguinea, o
EUCAST recomenda que os aminoglicosideos sejam utilizados em combinagédo com outra terapia ativa.
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 — 4 horas

Leonardo.

2024 - EVENTO ANUAL DE ATUALIZACAQO BRCAST BICAST & SBPC/ML

Andrade e Nathalia Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP)



Pseudomonas aeruginosa com piperacilina-tazobactam, imipenem e
meropenem: ignorar coldnias isoladas dentro do halo de inibicao.

Créditos fotos: BICAST-EUCAST
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Critérios de controle de qualidade para a implementacdo do RAST:

10 pl 10 pl 10 pl

/\/\/\/—\K\

Sangue de
cavalo ou
sangue de
cameiro
esteril

Cepas Controle de Qualidade (CQ):
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 29213 @
Enterococcus faecalis ATCC 29212 82
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 ' : : g g
0.5 MCfarland 990 pl 990 pl 990 pl P

da cepa CQ salina esteril salina esteril salina esteril \

Preparo da suspenséo para realizacdo do CQ do RAST. ilustragio Livia Scheffer Santos.

Recomendagoes para controle de qualidade apds a implementagao:

- Ao treinar novos funcionarios;
- Ao realizar mudancgas no sistema de hemocultura ou qualquer outra mudanca substancial no sistema;
- Ao alterar meios de cultura e/ou discos de antibiodticos.

REALIZAGAO:
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Critérios de controle de qualidade para a implementacao do RAST:

Escherichia coli ATCC 25922
(NCTC 12241, CIP 76.24, DSM 1103, CCUG 17620)

[ Consultar método RAST BrCAST-EUCAST no site do BrCAST para descrigdo da metodologia.

Instrugdes gerais de leitura: Crescimento fino dentro de um halo de inibicdo, com uma borda nitida, deve ser ignorado. Ocasionalmente isto ocorre em
leituras precoces de E. coli ATCC 25922 e mais frequentemente para antimicrobianos B-lactdmicos.

Conteudo Diametro do halo de inibigédo (mm) |
Agente Antimicrobiano do Disco 4 horas 6 horas 8 horas 16-20 horas |
(Hg) Alvo Intervalo Alvo Intervalo Alvo Intervalo Alvo Intervalo

Ampicilina 10 13 10-16 14 1117 14 1117 15 12-18
Amoxicilina-acido clavulanico 2010 15 1218 17 14-20 17 14-20 18 1521
Piperacilina-tazobactam 308 15 1218 18 15-21 18 15-21 18 1521
Temocilina 30 14 1117 16 13-19 16 13-19 18 15-21
Cefotaxima 5 17 14-20 20 17-23 21 18-24 20 17-23
Ceftazidima 10 16 1319 18 15-21 19 16-22 21 18-24
Ceftazidima-avibactam 10-4 16 1319 18 15-21 19 16-22 21 18-24
Ceftolozane-tazobactam 30-10 16 1319 17 14-20 18 15-21 20 17-23
Imipenem 10 16 1319 20 17-23 21 18-24 23 20-26
Imipenem-relebactam 10-25 16 1319 20 17-23 21 18-24 23 20-26
Meropenem 10 17 14-20 21 18-24 23 20-26 23 20-26
Meropenem-vaborbactam 20-10 18 15-21 22 19-25 23 20-26 25 2228
Ciprofloxacina 5 22 19-25 25 22-28 26 23-29 25 22-28
Levofloxacina 5 21 18-24 23 20-26 23 20-26 23 20-26
Amicacina 30 18 1319 17 14-20 18 15-21 17-18 1421
Gentamicina 10 18 1319 17 14-20 18 15-21 17-18 14-21
Tobramicina 10 15 1218 17 14-20 17 14-20 171 14207
Sulfametoxazol+Trimetoprima | 1.25-23.75 18 15-21 21 18-24 22 19-25 21 18-24

! Devido as diferencas entre os meios de cultura, as leituras para aminoglicosideos podem estar na parte inferior ou
superior do intervalo.
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RAST: Resumindo:

v' O frasco de hemocultura positivo deve ser processado em até 18 horas ap6s o sinal positivo.
- Até 3 horas em temperatura ambiente.

v' Cada espécie tem sua propria tabela de ponto de corte para a interpretacdo de halos de inibicao
para cada tempo de leitura (4, 6, 8 e 16-20 horas).

v Nem todos os diametros de halo de inibicdo podem ser lidos em 4 horas (P. aeruginosa, nunca).

v' Ler halos de inibicdo SOMENTE quando for possivel identificar uma borda de halo de inibicédo
Obvia. Caso contrario, reincubar e ler apés 6, 8 ou 16-20 horas.

v' A tabela de ponto de corte é especifica para RAST-EUCAST:
- N&o usar a tabela de ponto de corte normal (para TSA de 18-24h).
- Nao fazer RAST de in6culo preparado a partir de colonias.

v' Diametros de halos de inibicdo que foram lidos e interpretados com sucesso em um dos tempos
de incubacéo (4, 6, 8 ou 16-20h), ndo devem ser lidos novamente.
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