Introdugao

Para se medir a sensibilidade in vifro das bactérias aos agentes
antimicrobianos, podemos utilizar diversas técnicas que estéo disponiveis nos dias de
hoje. Na grande maioria dos laboratdrios clinicos, o teste de difusdo em agar € o método
de eleigdo para se testar a sensibilidade das bactérias patogénicas de rapido
crescimento. Esta instrucao de uso inclui uma série de recomendagdes que ajudarao a
padronizar a realizagao dos testes. As recomendacdes do International Collaborative
Study (ICS) e as proposicdes da Food and Drug Administration (FDA) foram revistas e os
incorporamos a esta instrugéo de uso.

Os métodos que se baseiam somente na verificagdo da presenca ou
auséncia de uma zona de inibigdo sem estabelecer um critério quantitativo para a medida
do halo ndo so aceitaveis. Resultados mais confiéveis podem ser obtidos com a medida
comportamento de cepas conhecidas clinicamente sensiveis e resistentes.

0 método do antibiograma recomendado pelo CLS| (Clinical Laboratory
Standard Institute) baseia-se no método originalmente descrito por Bauer et al. Este é o
método mais exato para os quais foram desenvolvidos tabelas de sensibilidade e
resisténcia e possuem o suporte de dezenas de anos de estudos clinico laboratoriais
extensivos. O Gnico método alternativo que passui uma precisédo comparavel com o
antibiograma é o método do Agar Overlay descrito por Barry, Garcia e Thrupp. Este
método é uma alternativa aceitavel para o teste de cepas como o Staphylococcus aureus,
Enterobacteriaceae, e Pseudomonas aeruginosa. O método néo é aplicavel para se
testar outros microrganismos como os estreptococos e os Haemophilus sp.

O procedimento descrito abaixo é baseado no teste modificado e
recomendado pelo CLSI.

FINALIDADE
O produto SENSIDISC DME. Desti ad inar a ibilidade ou
resisténcia a agentes antimicrobianos de interesse clinico, seja para finalidade de
diagnostico ou de pesquisa.

MODO DE USAR
1 - Preparar e esterilizar o meio Mueller Hinton Agar de acordo com as instrugdes do
fabricante ou fundir o meio comprado pronto com o minimo de aquecimento. Esfriar a
50°C e distribuir 0 meio em placas de Petri (aproximadamente 25 ml para placas de 90
mm e 60 ml para placas de 150 mm) de maneira a se obter uma superficie plana e
uniforme com a profundidade de 4 mm. Evitar a formag&o de condensado na tampa e na
superficie do meio distribuindo o meio a temperatura de 50°C. Deixar a tampa da placa
entreaberta até o endurecimento do meio. Para se operar com mais seguranca realizara
operagdo preferencialmente em capela de fluxolaminar.
0 pH final domeio de cultura devera serde 7,3+0,2a25°C.
2 - Remover os discos de sensibilidade do freezer ou da geladeira 15 minutos antes do
inicio do teste e deixar a temperatura i para minimizar a possibilidade de
condensagdo de agua nos discos.
3-Preparar a turbidez padréo de Kirby e Bauer correspondente a 0,5 da escala de Mac
Farland adicionando 0,5 ml de uma solugao de BaCl, 0,048 M a 99,5 ml de uma solugao de
H,S0, 0,36N. Distribuir em volumes de 5a 10 ml em tubos ou frascos lacrados e renovara
cada 6 meses, manter os tubos no escuro a temperatura ambiente.
4 - Transferir de 4 a 5 colénias isoladas para aproximadamente 5 ml de caldo Mueller
Hinton, se a cultura em suspenséo resultar em uma turbidez menor que turbidez padrao,
incubar a cultura por 2 a 8 horas a 35-37°C até que se obtenha a turbidez padréo de Kirby
e Bauer (0,5 da escala de Mac Farland). O indculo também poderé ser obtido da
suspenséo direta das colonias em sorofisiologico estéril.
5 - Mergulhar um “swab” de algod&o néo toxico, estéril. Remover o excesso de meio
apertando e girando 0 “swab” contra as paredes internas do tubo .
6 - Inocular a superficie total da placa de Petri, ssmeando em pelo menos 3 sentidos
girando a placa em um angulo de 60° apés cada semeadura. Aplicar os discos de
sensibilidade e incubar a 35-37°C por 18-24 horas. Apés este pericdo deve se observar
crescimento confiuente de colonias.

7 - Durante o ato da aplicagdo dos discos pressionar levemente cada disco de
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sensibilidade com uma pinga estéril de maneira a se assegurar o contacto com a Enterobact |Cloranfenicol
superficie do agar. Observar um espagamento minimo de 24 mm para se evitar o S onas g InIbIga0 o FOSFOMICINAS
“overlaping” dos halos de inibigdo. em mm equivalente | Fos | Fos200| <12[13-15]>16| >256 | 128 | <64
8 - Medir os halos de inibigéo com um medidor em mm, incluindo o diametro dos discos. o | e [ T ] et | T (TR NITROFURANTOINAS
Colocar a placa de Petri a alguns centimetros de uma superficie escura, iluminando ecodigo | tente [rio meg/mL{rio |megiml [Nitrofurantoina | NIT300 [<14[15-16 [>17 | >128 | 64 [ <32
indirg!ameme, exceto para Linezolida, Oxacilina eVancomicipa que devem ser lidas com PENICILINICOS E INIBIDORES DE BETA LACTAMASES ‘6 MACROLIDEOS
luz direta. Em placas de agar sangue removera}ampaemedlros ha}os.Azopq de leitura Amoxicilina AMO 10 | SEGUE AMPICILINA [Azitromicina | AZI 15 | <12 ]__ | > 13] >32 | = I <16
dos halos deve ser definida como a area que n@o se observar crescimento visivel a olho, Amoxicilina/ AMC 30 | <13|14-17 [>18 | >32/16 | 168 |<8/4 7
nu. ; oy St Acido Clavulénico NOTAS:
9- Ignorar ovéu de Proteus se os halos ndo esti ) Aol AMP10 | <13 1416 |17 | =32 % <8 *1. CEFALOSPORINAS - (INCLUINDO - SE CEFALOSPORINAL Il lil e IV)
10 - Mediras zonas de sulfonamidas namargem de crescimento mais intenso. s = = = = Para Salmonella spp. e Shigella spp. as cefalosporinas de primeira e segunda geragdo poder
NGBS e msionaridas s e o Ampicilina/Sulbactam APS20 |<11]12-14[>15|>32/16| 168 [<8/4 p ibilidade “in vitro® porém, clinicamente isto ndo é verdade e nao devem sem
redordoha!o‘pmede sesomenteoha|oébvioadetenninra<;50dodiémetrodazcna EperaclinallEzobact PITEOIIE 716207 52131 5 1284 30 S4A e cld rqlmadoscomosensiveis,Atscepasde Klebsielllaspp.efE I o
? - L = 3 v - 7 I i a terapia com penicilinicos,cefalosporina ou azireonam, mesmo que
‘ﬁcarc:hnalAado Clavuldnico| TAC 85 | <14 |15-19 [>20 | > 128/2 |322-642) < 16/2 p de aos discos de antibiograma. Enterobacter, Citrobacter e Serrgtié
Teste de sensibilidade para bactérias fastidiosas 1 CEFALOSPORINAS podem desenvolver resisténcia quando o paciente é submetido a terapia prolongada com
Cefaclor CFC30 [ <14 [15-17 [>18 ] >32 16 <8 inas de terceira %eraagéo‘APgnan‘tjo, 1a\stt:epast isoladgs, inicialmemg sensiveig podent
q 7 la ap0s 8 ou 4 dias de tratamento, sendo que, o antibiograma deve ser
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1 - Preparar o meio HTM (Haemophilus Test Medium) enriquecido com Hemoglobina a efazolina (Parenteral) < fecll> 2 < A CEFALOTINA pode ser usada para predizer a atividade da cefapirina, cefradina, cefalexina..
1% e Sunlemento VX 1% Cefazolina (Oral) CFZ30 [<14] - [>15] >32 | - <16 cefaclor e cefadroxil. A cefazolina, cefuroxima, (microrganismos isolados das vias urindrias
SIS L & — A9 nareh e Cefepime * 2 CPM30 [<18| - [525] >16 B <2 somente) podem ser testados individualmente, visto que algumas cepas podem ser sensiveis a
2 - Indculo: Método de suspensdo direta das colénias em soro fisiologico estéril, o = Gixa0 (<2255 =26 o4 > = estes anfimicrobianos quandoresi J
equivalente auma solugéo padréo 0,5 Mac Fariand. Cefoxitina CE030 | <14 |1517 |>18| >32 | 16 | <8 As Carbap estdo sendo d dos cada vez mais em isolados clinicos des
3-Semearoindculo, aplicar os discos, incubar as placas a 35°C + 2°Ce C0,a5% de 16 a Ceftazidi CAZ30 | <17]1820 [>21] 16 8 <4 e s 3P
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4 - Em infecgdes criticas, testar a produgo de beta-lactamases. Cepas com halos de C ima (P: ) CRX30 | <14 |15-17 [>18| >32 16 < usando limites atualizados pelo CLSI.
inibigio menores do que 20 mm com ampiciina ou penicilina G produzem beta- Cefuroxima (Oral) CRX30 | <14 1522 |>23| >32 | 816 | <4 *2 CEFEPIME -30ug (CPM 30) - SDD (Dose - Depend ivel) = 19mm - 24mm para.
lactamases e nd0 sd0 considerados sersiveis aampicilina. CARBAPENEMAS 95”85"'“‘5?0'8.005’”3"'::2;&%’“'8”"" ibiidade para Jiz e Shigelia spp. i
Neisseriagonorrhoeae produtores de beta-l Er ERT10 | <18[1921 [>22] >2 1 |<05 yifro', porém no sao efetivos dlinicamente & poristonaod i
1 - Preparar o Meio de agar GC enriquecido com suplemento VX a 1%. i IPM10 | <19]2022|>23[ >4 2 | <1 24, Excetopara Salmonella spp. T AL ;
2 - Indculo: método de suspensdo direta das colonias em soro fisiolégico estéril, Meropenem MPM10 | <19(2022 [>23] >4 2 | <1 S5p gggzt}?;ﬁ /.\e.%‘fsr somente para pp extra-intestinal (i S. typhie
equivalente aumasolugao padréo 0,5 Mac Fariand. B . MONOBACTAN *6. Paraisolados fecais de Salmoneliae Shigella spp. O deveser somente
3-Semearoinéculo, aplicar os discos, incubar as placas a 35°C £2°C,e CO,a5% de 20 a [Aztr 17118 4 com ampicilina, uma quinolona e sulfametoxazolrimetoprim. No caso de isolar a Salmonella de
) ! eonam ATM30 [ <17[1820>21] >16 [ 8 [ <4 | nagu:  sulfa ; :
24 horas. Examinar o crescimento. o Nool CoSioEss fontes que nao o sistema gastrointestinal deve-se testar o cloranfenicol e uma cefalosporina de
4é - Halos de inibiqé% menores do que 20 mm produzem beta-lactamase, cepas sensiveis T R G S S R 1.‘}’?;";“35{2%2?5 I tyoh oscrtérios dei 2550 b dos oMo
tém zonas de 3060 mm. — = L 2 = : ! 508 :
Strep AT ingitidis . Estreptomicina EST10 [<11 (1214 |>15 5 Pseudomonas aeruginosa
1-Preparar o Meio agar Mueller Hinton enriquecido com sangue desfibrinado de carneiro ?:gnan!xgna %g }g s :g 12:2 2 12 g g <: Zonas de Inibigéio CiM
ramicina - em mm equl
a5%. . . o caing 4% £ = = = Agente Poténcia |Fe- |inter- |Sen- | Resis- [inter- |Sensi
2 - Inéeulo: método de suspensdo direta das coldnias em soro fisiolégico estéril, o TETRACICLINAS dos discos | sis- |medié-[sivel |tente  |medid- |vel
equivalente auma solugao padrdo 0,5 Mac Farland. Doxiciclina DOX30 | <10 11-13 |> 14 1 <4 ecédigo |tente rio mcg/mL|rio mcg/mL
3-Semear oinéculo, aplicaros discos, incubaras placas a 35°C £2°C, e C0;a 5% de 20 Minociclina %’E’: gg - } :g:j § }g 2116 fj PENICILINICOS E INIBIDORES DE BETA LACTAMASES
24 horas. Examinar o crescimento. R T T = Piperaciina/Tazobactam | PIT 110 | <14 1520 [ > 21 [ > 128/4 [soue4 < 16/4
APRESENTAGAO: Ciroloradna™d P05 |<i5[620]>21] 54 T 2 T3 TicarciinalAcido Clavulanico| TAC85 | <15 16:23 | > 24 | > 128/2 [322:642 < 1672
Frasco com 50 discos de sensibilidade, silica gel e indicador de umidade. Ciprofioxacina *5 CIP05 | <20[21-30[>31] >1 [o1205[<0,06 CEFALOSPORINAS
Levofioxacina 4 [EV05 <13 1416]>17| >8 | 4 | <2 |Cefepime [cPm3o[<141517[>18] >32 [ 16 [ <8 ]
CONSERVAGAO: :.evoﬂ?xac«r_wa 5 LEV 05 1 E = >2  025-1]<0.12 | Cefazidima [ CAZ30 [ <14[1517 > 18] >32 | 16 | <8 |
Manteros frascos natemperatura entre -20°C & +8°C. A s h%’g :g f1g }gf; i?? i?e 4 fi CARBAPENEMAS
Para os discos das familias dos Beta-Lactamicos e Carbapenemas, aconselha-se o Offoxacina 4 OFX05 [ <12 13:15 S16] 58 4 <2 Imipenem IPM10 | <15]16-18 |> >8 4 | <2
armazenamento em freezer entre -20°Ce-15°C. Ofoxacina ™5 oRXos T - | - 52 [0 7]<012 Meropenem MPM10 [<15]16-18] > >8 g2
Apbs abertura do frasco utilizar em um prazo méximo de 30 dias. [Acido Pipemidico PIP20 | <13 14-18]> 19 T MONOBACTAN
Validade: Vide rasco. Acido Nalidixico NAL30 | <13 14-18[>19] >8 | - [ <16 [Aztreonam [AMa0 [< 151621 [>22] 53 [ 16 | <8 |
Gatifloxacina GATO05 [<14]15-17|>18]| >8 4 <2 = = = o
) _TRANSPORTE y NIBIDORES DE FOLATO — AMBOCEIGOSINESS
A estabilidade dos discos de sensibilidade permanece inalterada por até 10 dias, em If T SUT 25 | <10]11-15 [> 16| 54176 22/38 Gentamicina GEN10 | <12|13-14|> >16 8 <
temperatura de até 30°C. Sulfonamidas SUL300 | <12]13-16 [>17] >512 | - [<2% Amicacina AMIS0 |<14]1516 |>17| >64 | 32 | <16
Trimetopri TRI05 |<10[11-15]>16] >16 [ - [ <8 Tobramicina TOB10 [ <12]13-14|>15| >16 | 8 | <4




