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Padroniza¢ao dos Testes de Sensibilidade a
Antimicrobianos por Disco-difusdo: Norma
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O presente documento contém os métodos atualmente recomendados pelo NCCLS para testes de
sensibilidade por disco-difusdo, critérios para testes de controle de qualidade e tabelas atualizadas para

interpretagdo dos halos de inibigao.
Norma de aplicacdo global desenvolvida através do processo consensual do NCCLS.
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NCCLS publication (in English) is authoritative. For each standard, the interpretive data are valid
only if the methodology in the standard is followed. NCCLS frequently updates the interpretive
tables through new editions and supplements. Users should refer to the most recent edition.

In January 2005, NCCLS changed its name to the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Copies of the complete current standards and informational supplement (in English) may
be obtained from CLSI, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898, U.S.A.;
telephone: +610.688.0100; fax: +610.688.-700; Internet: www.clsi.org.

The permission granted by NCCLS/CLSI is limited to distribution of M2-A8 by ANVISA to
clinical laboratories in Brazil. Permission to reproduce additional copies or otherwise use the text
of these documents to an extent not permitted under Copyright Law must be obtained in writing
from the Clinical and Laboratory Standards Institute.
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NCCLS...

Servindo A Comunidade Mundial das Ciéncias Médicas Através de Consenso Voluntario

O NCCLS ¢ uma organiza¢do internacional interdisciplinar, sem fins
lucrativos, de desenvolvimento de normas/padroes e educagdo, que
promovem o desenvolvimento e uso de normas/padrdes e diretrizes
consensuais voluntarias na comunidade de atengio a saide. E
reconhecido no mundo inteiro pela aplicacdo de seu singular processo
consensual ao desenvolvimento de normas/padrdes e diretrizes para testes
de patologia clinica e questdes relacionadas a atencdo de satde. O
NCCLS baseia-se no principio de que o consenso ¢ uma maneira efetiva
e custo-eficaz de melhorar os testes clinicos e servigos de atengdo a
saude.

Além de desenvolver e promover o uso voluntario de normas/padrdes e
diretrizes consensuais, 0 NCCLS constitui um foro aberto e isento para
tratar questdes que afetam a qualidade dos testes de patologia clinica e a
atencdo a satide.

PUBLICACOES

Os documentos do NCCLS sdo publicados como normas/padrdes,
diretrizes ou relatdrios de comité.

Norma — Documento desenvolvido através do processo de consenso, o
qual identifica claramente os requisitos especificos e essenciais dos
materiais, dos métodos, ou das praticas a serem usados sem
modificagdes. Uma conter elementos

norma também pode

discricionarios, que sdo claramente identificados.

Diretriz — Documento desenvolvido através do processo de consenso, o
qual descreve os critérios para as praticas, os procedimentos, ou os
materiais operacionais gerais a serem usados de maneira voluntaria. Uma
diretriz pode ser usada conforme redigida, ou modificada pelo usuério

para Adequa-las as suas necessidades especificas.

Relatério — Documento que ndo passou pela revisdo consensual e foi
publicado pela Diretoria.

PROCESSO CONSENSUAL

O processo consensual voluntario do NCCLS ¢ um protocolo que
estabelece critérios formais para:

. autorizar um projeto;
*  desenvolver e revisar documentos de maneira transparente;
. revisar documentos em resposta a comentarios de usuarios;

. aceitar um documento como norma/padrao ou diretriz consensual.

A maioria dos documentos do NCCLS ¢ sujeita a dois niveis de
consenso—“proposto” e “aprovado”. Dependendo da necessidade de
avaliagdo ou coleta de dados, os documentos também podem ser
disponibilizados para revisdo em nivel consensual intermediario (i.e.,
“tentativo”).

IProposta — Documento consensual do NCCLS que passa por um
primeiro estdgio de revisdo pela comunidade de satide como proposta de
norma/padrdo ou diretriz. O documento deve receber uma revisao técnica

abrangente e minuciosa, incluindo a revisdo geral de seu escopo, enfoque
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e utilidade, e uma revisdo detalhada de seu contetido técnico e editorial.

Tentativa - Uma norma/padrio ou diretriz tentativa é disponibilizada para
revisdo e comentarios apenas quando ha necessidade evidente de avaliagdo
de campo de um método recomendado ou de coleta de dados especificos
relativos a protocolo recomendado. Deve ser revisada para assegurar sua
utilidade.

Aprovada — Norma/padrdo ou diretriz que recebeu aprovagdo consensual
da comunidade de atengdo a saiide. Deve ser revisada para se avaliar a
utilidade do documento final, garantir que se chegue a um consenso (ex.,
que os comentarios relativos a versdes anteriores foram satisfatoriamente
resolvidos) e identificar qualquer necessidade de documentos consensuais
adicionais. As normas/padrdes e diretrizes do NCCLS representam uma
opinido consensual sobre as boas praticas e refletem um acordo substancial
das partes interessadas, competentes ¢ afetadas materialmente, obtido por
meio dos procedimentos consensuais estabelecidos pelo NCCLS. As
exigéncias das normas/padrdes e diretrizes do NCCLS podem ser mais ou
menos  rigorosas do que as regulamentagdes  pertinentes.
Conseqiientemente, o acatamento desse documento consensual voluntario
ndo dispensa o usuario da responsabilidade de obedecer as regulamentagdes

pertinentes.

COMENTARIOS

Os comentarios dos usuarios sdo essenciais ao processo consensual.
Qualquer pessoa pode apresentar um comentario, ¢ todos os comentarios
sdo considerados pelo comité do NCCLS que preparou o documento, em
conformidade com o processo consensual. Todos os comentarios, incluindo
aqueles que resultam em mudanga no documento quando publicado no
proximo nivel consensual, bem como aqueles que ndo resultam em
mudanga, sdo respondidos pelo comité num apéndice do documento.
Incentiva-se os leitores a tecer comentarios de qualquer formato e em
qualquer oportunidade sobre qualquer documento do NCCLS. Envie seus
comentarios ao seguinte enderego: NCCLS Executive Offices, 940 West
Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087, Estados Unidos.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Os profissionais de satde de todas as especialidades sdo motivados a
participar voluntariamente nos projetos do NCCLS. Para informagdes
adicionais sobre participagdo nos comités, favor contatar os Escritorios
Executivos do NCCLS.




Padronizagdo dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por
Disco-difusao; Norma Aprovada—~Oitava Edi¢ao

Resumo

Os testes de sensibilidade sdo indicados para qualquer organismo responsavel por um processo infeccioso
que exija terapia antimicrobiana, quando é impossivel predizer a sensibilidade desse organismo, mesmo
conhecendo a sua identificag@o. Os testes de sensibilidade sao indicados, com maior freqiiéncia, quando se
acredita que o organismo causador pertence a uma espécie capaz de apresentar resisténcia aos agentes
antimicrobianos normalmente usados.

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para medir a sensibilidade in vitro das bactérias aos
agentes antimicrobianos. Em muitos laboratérios de microbiologia clinica, utiliza-se rotineiramente o
método de disco-difusdo em agar para testar os patégenos mais comuns, de crescimento rapido e
determinadas bactérias fastidiosas. O presente documento inclui uma série de procedimentos para
padronizar a execugdo dos testes de disco-difusdo. Descrevem-se também o desempenho, as aplicagdes e as
limitagdes dos métodos atualmente recomendados pelo NCCLS.

As informagdes suplementares (tabelas M100) apresentadas com as presentes normas constituem as
informagdes mais atualizadas para sele¢do de drogas, interpretacdo e controle de qualidade usando os
procedimentos padronizados no documento M2. Essas tabelas foram atualizadas e deverdo substituir as
tabelas publicadas em anos anteriores. As mudangas nas tabelas posteriores a edigdo anterior (M100-S12)
estdo em mnegrito. Além disso, acrescentou-se, as tabelas, um glossario de termos, classes e abreviagdes de
antibioticos (para uso com os discos de testes de sensibilidade antimicrobiana e outros dispositivos de teste
in vitro). Acredita-se que esse glossario constituira um recurso com informagdes adicionais para os usuarios
da norma M2, uma vez que apresenta a terminologia empregada nos documentos dos testes de sensibilidade,
que podem ser pouco familiares ou confusos para os usuarios dos laboratorios. O glossario, como parte das
informagdes tabulares da norma M 100, sera sempre atualizado em futuras revisdes (anuais) da norma M100.

NCCLS. Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard—FEighth
Edition. NCCLS document M2-A8 (ISBN 1-56238-485-6). NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400,
Wayne, Pennsylvania 19087-1898 USA, 2003.

O processo consensual do NCCLS, mecanismo que permite a revisdo de um documento, em dois ou mais niveis,
pela comunidade de atengao a saude, € um processo permanente. Os usuarios devem prever edigdes revisadas de
qualquer documento. Uma vez que as rapidas mudangas nas tecnologias possam afetar os procedimentos, métodos
e protocolos nas normas/padrdes e diretrizes, os usuarios devem substituir as edi¢gdes ultrapassadas pelas edigdes
atualizadas dos documentos do NCCLS. As edi¢des atualizadas estéo relacionadas no NCCLS Catalog, distribuido
as organizagdes membros e, mediante solicitagdo, aos ndo-membros. Se sua organizagdo ndo € membro do NCCLS
e gostaria de ser, assim como para solicitar um exemplar do NCCLS Catalog, favor contatar os Escritorios Executivos
do NCCLS Executive Offices. Telefone: 610.688.0100; Fax: + 1 610.688.0700; E-Mail: exoffice@nccls.org; Website:
www.nccls.ora

Uma Norma Global Consensual do NCCLS. ©NCCLS. Todos os direitos estéo reservados. 4



M2-A8
ISBN 1-56238-485-6
ISSN 0273-3099

Padronizacao dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por
Disco-difusdo; Norma Aprovada—Oitava Edi¢do

Volume 23 Numero 1

Mary Jane Ferraro, Ph.D., M.P.H., Presidente
Matthew A. Wikler, M.D., M.B.A., Vice Presidente
William A. Craig, M.D.

Michael N. Dudley, Pharm.D.

George M. Eliopoulos, M.D.

David W. Hecht, M.D.

Janet Hindler, MCLS, M.T. (ASCP)

L. Barth Reller, M.D.

Albert T. Sheldon, Jr.,Ph.D.

Jana M. Swenson,M.M.Sc.

Fred C. Tenover, Ph.D.

Raymond T. Testa, Ph.D.

Melvin P. Weinstein, M.D.

%\TCCLS

Uma Norma Global Consensual do NCCLS. ©NCCLS. Todos os direitos estéo reservados.



Esta publicagdo ¢ protegida pelas leis de direitos autorais. Nenhuma parte pode ser reproduzida, armazenada
em sistema de recuperagdo, transmitida, ou disponibilizada em qualquer formato ou por qualquer meio
(eletronico, mecanico, fotocOpia, gravacdo, ou outros) sem consentimento prévio, por escrito, do NCCLS,
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Pelo presente instrumento, o NCCLS concede autorizagdo para reproduzir partes limitadas desta publicacao,
para uso em manuais de procedimentos laboratoriais, num tnico local; para empréstimo entre bibliotecas; ou
para uso em programas educacionais, sempre que as varias copias dessa reproducdo forem distribuidas
gratuitamente, ndo contenham, em qualquer circunstancia, mais do que 20% do texto do documento e
incluam o seguinte aviso:

Reproduzido mediante autorizagdo ¢ parte da publicagio do NCCLS ‘M2-A8—
Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard—
Eighth Edition (ISBN 1-56238-485-6). Copias da atual edicdo podem ser obtidas no
seguinte enderego: NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania
19087-1898, USA.

Autorizagdo para reproduzir ou usar o texto deste documento além das isengdes aqui concedidas ou nos
termos da Legislacdo de Direitos Intelectuais pode ser obtida do NCCLS mediante solicitagdo por escrito.
As autorizagdes podem ser obtidas no seguinte enderego: Executive Director, NCCLS, 940 West Valley
Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898, EEUU.
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Prefacio

Nesta revisdo de 2003 do documento M2—Padronizacao dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos
por Disco-difusdo do NCCLS foram acrescentadas ou revisadas varias se¢des. Em particular, acrescentou-se
uma nova sec¢do sobre a verificagdo dos resultados incomuns de pacientes, relacionada na nova tabela 4 da
Norma M100. A segdo sobre Controle de Qualidade detalha agora os critérios para uma opgao de 20 ou 30
dias de testes para converter os testes de controle de qualidade de diarios para semanais. Incluiu-se, neste
documento, a versdo mais recente das tabelas M100 (M100-S13), publicadas separadamente nos anos que
intercedem a revisdo do texto, a fim de assegurar que os usuarios estdo cientes das diretrizes mais recentes
do subcomité relativas a ambos os métodos e as informagdes tabulares, apresentadas normalmente nas
tabelas anuais. O suplemento M100-S14 sera atualizado durante as reunides do subcomité ao longo de 2003
e publicados novamente, como documento separado, em janeiro de 2004.

Ha muitas outras mudangas editoriais ¢ metodoldgicas nesta edi¢do da M2, resultantes das reunides do
Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana, realizadas a partir de 2000, e varias mudangas nas
tabelas da M100 ocorridas no ultimo ano. As mudangas especificas nas tabelas M100 encontram-se
resumidas no inicio do suplemento M100-S13, inserido neste documento. As mudangas mais importantes no
documento da Norma M2 sio apresentadas, em forma resumida, a seguir.

Foi uma honra presidir o Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana durante os ultimos seis
anos. Muitos membros do subcomité (que agora totaliza mais de 180 voluntarios, incluindo membros,
assessores ¢ observadores) foram indispensaveis para a elaboragdo desses documentos. Além disso,
gostaria de agradecer aos presidentes dos grupos de trabalho do Subcomité para Testes de Sensibilidade
Antimicrobiana por suas valiosas contribui¢des durante os trés ultimos anos. Dentre eles, gostaria de
mencionar Karen Bush (Grupo de Trabalho para ESBL); Frank Cockerill (Grupo de Trabalho para Agentes
de Bioterrorismo); Sharon Cullen (Grupo de Trabalho para Controle de Qualidade); Dwight Hardy (Grupo
de Trabalho para Stenotrophomonas e Burkholderia); Janet Hindler (Grupo de Trabalho M39 para Analise e
Apresentagdo de Dados Cumulativos de Testes de Sensibilidade Antimicrobiana); David Hecht
(Metodologia dos Testes de Sensibilidade Antimicrobiana para Bactérias Anaerdbicas); Jana Swenson
(Grupo de Trabalho de Revisdo de Textos); Fred Tenover (Grupos de Trabalho para Organismos Fastidiosos
e Estafilococos); e Matt Wikler (Grupo de Trabalho para Enterobactérias e M23—Desenvolvimento de
Critérios e Parametros de Controle de Qualidade para Testes de Sensibilidade In Vitro).

Mary Jane Ferraro, Ph.D., M.P.H.
Presidente, Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana
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Resumo das Principais Mudancas no Documento

Acréscimos ao documento

Localizacao

Secaon 3.2.1.3

Secdo 3.2.5

Secao 4.1.4

Secdo 6.1.1

Sec¢do 7.1.1, 3° marcador
Secao 7.1.2

Secao 7.1.2

Secao 7.2.1

Secao 10.3

Sec¢do 10.3, 3° marcador
Se¢do 10.5.2.1

Sec¢ao 10.6.2.2

Secao 10.8

Secao 11.3

Secdo 5.4 (1)

Secdo 5.4 (2)

Secdo 7.1.1, 5° marcador

Informacao acrescentada

Texto adicional sobre as classes e subclasses de antimicrobianos cefens.
Texto adicional sobre a sensibilidade a tetraciclina.

Texto adicional sobre o CQ de sulfonamidas e trimetoprim.

Acréscimo de recomendacdes sobre CQ para Haemophilus influenzae.
Texto adicional de como reportar isolados MRS.

Texto adicional sobre sensibilidade diminuida a vancomicina e incubagao.
Texto adicional sobre cepa de S. aureus resistente a vancomicina.

Texto adicional sobre testes de B-lactamase positivos.

Acréscimo de comentario sobre como manter os organismos.

Texto adicional sobre o subcultivo de cepas-controle em uso.

Texto para a opgao de CQ de 20 dias.

Texto para a opgao de CQ de 20 dias.

Nova sec¢do sobre a verificagdo dos resultados dos pacientes.

Texto adicional sobre repeti¢ao de testes.

Mudanca na redagdo do texto sobre os testes de oxacilina e vancomicina.
Mudanca na redagdo no texto sobre o crescimento de colonias dentro do halo de

inibigdo.
Mudanca na redagdo do texto sobre estafilococos resistentes a meticilina.

Foram Excluidos deste Documento

Secao 10.4

Medidas de controle de qualidade.
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E importante que os usuarios das normas M2-A8 e M7-A6 reconhegam que os dispositivos comerciais para testar a
sensibilidade ndo sdo discutidos nessas normas/padrdes. Os métodos descritos no presente documento sdo procedimentos
de referéncia genéricos, que podem ser usados para testes de sensibilidade de rotina nos laboratérios de patologia clinica
para avaliar os dispositivos comerciais quando se contempla o uso rotineiro dos mesmos. Os resultados gerados com os
métodos de referéncia do NCCLS séo utilizados pelo United States Food and Drug Administration-FDA para avaliar o
desempenho dos sistemas comerciais antes de serem liberados para venda nos Estados Unidos. A liberagdo pelo FDA
indica que a agéncia concluiu que aquele dispositivo comercial fornece resultados de sensibilidade substancialmente
equivalentes aos gerados usando os métodos de referéncia do NCCLS para os organismos e agentes antimicrobianos
descritos na bula do fabricante, que acompanha o produto. Alguns laboratorios poderdo achar que métodos dilucionais
comerciais, ou aqueles que utilizam as metodologias de gradiente de antibidtico, calorimétrico, turbidimétrico,
fluorométrico, ou outros sdo apropriados ¢ factiveis para uso especifico ou rotineiro.
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Missao do Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana do NCCLS - O
Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana do NCCLS ¢ constituido por representantes da area
da satde, dos governos e da industria, incluindo laboratérios de microbiologia, agéncias governamentais,
provedores de atengdo a saide e educadores, e as industrias farmacéuticas e de microbiologia diagndstica.
Usando o processo de consenso do NCCLS, o subcomité desenvolve normas/padrdes que promovem testes
de sensibilidade antimicrobiana acurados e relatorios apropriados.

A missdo do Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana do NCCLS ¢:
» desenvolver métodos de referéncia padronizados para os testes de sensibilidade antimicrobiana;
+ fornecer parametros de controle de qualidade para os testes padronizados;

+ estabelecer critérios interpretativos para os resultados dos testes de sensibilidade antimicrobiana
realizados usando testes padronizados;

* sugerir estratégias para os testes e relatorios que sejam clinicamente relevantes e custo-eficazes;

+ refinar, em base permanente, as normas/padrdes e otimizar a deteccdo de mecanismos de resisténcia
emergente mediante o desenvolvimento de métodos novos ou revisados, critérios de interpretagdo e
parametros de controle de qualidade;

* educar os usuarios, através da comunica¢do multimidia, acerca das normas/padrdes e diretrizes; e

* promover o dialogo com os usuarios desses métodos e aqueles que os aplicam.

O propdsito tltimo da missdo do subcomité é fornecer informagdes tUteis que permitam que os laboratorios
ajudem o clinico na sele¢do da terapia antimicrobiana mais adequada clinicamente. As normas/padrdes e
diretrizes devem ser abrangentes e incluir todos os agentes antimicrobianos, cujos dados atendam as
diretrizes estabelecidas pelo NCCLS. Os valores que norteiam essa missdo sdo qualidade, precisdo,
eqliidade, oportunidade, trabalho de equipe, consenso e confianga.

Precaucoes-Padrao

Sendo impossivel, com freqiiéncia, saber o que € infeccioso, todos os espécimes de sangue humano devem
ser tratados como infecciosos e manuseados de acordo com as “precaucdes- padrao”. Essas sdo as novas
diretrizes combinando as caracteristicas principais das praticas de “isolamento de substancias corpdreas as
precaugdes universais. As precaucdes padronizadas cobrem a transmissdo de qualquer patdogeno e, por isso,
sdo mais abrangentes do que as precaugdes universais, que visam apenas aos patégenos transmitidos pelo
sangue. As diretrizes relativas as precaugdes padrdo e precaugdes universais sdo disponibilizadas pelo U.S.
Centers for Disease Control and Prevention (Guideline for Isolation Precautions in Hospitals. Infection
Control and Hospital Epidemiology. CDC. 1996;Vol 17;1:53-80), (MMWR 1987;36[suppl 2S]2S-18S) e
(MMWR 1988;37:377-382, 387-388). No caso de precaugdes especificas para a prevengdo da transmissao
laboratorial de infec¢des transmitidas pelo sangue de instrumentos e materiais de laboratorio, assim como as
recomendagoes relativas a conduta de exposi¢des a sangue, favor reportar-se a edigdo mais recente do
documento M29—Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections do NCCLS.

Palavras-Chave

Difusdo em agar, antibidtico, agentes antimicrobianos, disco-difusdo, método de Kirby-Bauer, teste de
sensibilidade.
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Enfoque do Sistema de Qualidade

O NCCLS endossa o enfoque de sistema de qualidade para o desenvolvimento de normas/padrdes e
diretrizes, visto que facilita a gestdo de projetos; define a estrutura dos documentos por meio de um
gabarito; e fornece um processo para identificar os documentos necessarios que faltaram utilizando a analise
de lacunas (gap analysis). O enfoque baseia-se no modelo apresentado na edicdo mais recente do
documento HS1—A Quality System Model for Health Care do NCCLS. O enfoque de sistema de qualidade
aplica-se a um conjunto central de “elementos essenciais dos sistemas de qualidade (EEQs),” basicos a
qualquer organizagdo, a todas as operagdes, em qualquer etapa de qualquer fluxograma, dos servigos de
atencdo a satde. Os EEQs fornecem um arcabougo para a provisdo de qualquer tipo de produto ou servigo,
servindo como guia de gerenciamento. Os elementos essenciais dos sistemas de qualidade (EEQs ) sdo os
seguintes.

EEQs
Documentos e Registros Gestao da Informagao
Organizacao Gestao de Ocorréncias
Pessoal Avaliagdo
Equipamento Aprimoramento de Processos
Compras e Inventario Servigos e Satisfagdo
Controle dos Processos Instalagdes e Seguranga

A Norma M2-A8 trata dos seguintes elementos essenciais dos sistemas de qualidade (EEQs):
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Adaptada do documento HS1— A Quality System Model for Health Care do NCCLS.

Etapas do Fluxograma

Uma etapa do fluxograma contém a descri¢ao dos passos necessarios para prover um determinado produto
ou servico fornecido pela organizagdo ou entidade. Por exemplo, a Norma GP26-A2 define as etapas do
fluxograma dos laboratérios clinicos que consiste em trés passos seqiienciais: pré-analitico, analitico e pos-
analitico. Todos os laboratorios clinicos seguem esses trés processos para prestar servigos laboratoriais,
denominados informagdes laboratoriais de qualidade. A seta mostra a seqiiéncia, da esquerda para a direita,
que todo laboratdrio clinico segue. Além disso, 0s passos ou subprocessos necessarios encontram-se
relacionados logo abaixo do fluxograma.
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Pré-analiticas Analitica
Avaliacao do paciente Revisao do teste
Solicitagao do teste Interpretacao

Coleta do espécime
Transporte do espécime
Recebimento do espécime

Laboratorio de Patologia Clinica

Pés-analitica

Relatorio de resultados

Gerenciamento poés-teste

Adaptado do documento HS1 — A Quality System Model for Health Care do NCCLS.

A maioria dos documentos do NCCLS esta relacionada com os laboratérios de patologia clinica, de
maneira que a etapa mais comum do fluxograma pode ser representada conforme visto anteriormente. As
etapas do fluxograma relativas a outras atividades de atencdo a saude, ex., servigos de terapia respiratoria,
servigos de imagens, etc., ou a outros tipos de organizagoes, ex., fabricantes de dispositivos médicos, irdo
diferir daquelas dos laboratdrios de patologia clinica. Toda etapa do fluxograma descreve a seqiiéncia das
atividades necessarias a producao dos produtos ou servigos de uma organizagdo ou entidade especifica.
Para aqueles documentos relacionados com outras etapas do fluxograma, o icone refletira os diferentes

passos do processo.

A Norma M2-AS trata das etapas indicadas na etapa de fluxograma dos laboratdrios de patologia clinica:

Pré-analiticos Analiticos Pés-analiticos
Avaliagdo do |Solicitagdo do| Coletado |Transporte do|Recebimento do| Revisdo Interpretagdo | Relatorio de Gerenciamento do
Paciente Teste Espécime Espécime Espécime do Teste Laboratorial Resultados Espécime Pos-teste
X X X

Adaptado do documento HS1— A Quality System Model for Health Care do NCCLS.
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Padronizacdo dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-
difusao; Norma Aprovada—Oitava Edi¢do

1. Introducao

Diversos métodos laboratoriais podem ser empregados para predizer a sensibilidade in vitro de bactérias aos
agentes antimicrobianos. Muitos laboratérios de microbiologia clinica usam, de forma rotineira, o método
de disco-difusdo em agar para testar patogenos comuns de crescimento rapido e certas bactérias fastidiosas.
O presente documento descreve a execucao, as aplicagdes e as limitagdes do método padronizado de disco-
difusdo. As recomendagdes do International Collaborative Study (ICS)! e os regulamentos® propostos pelo
United States Food and Drug Administration (U.S. FDA) foram revisados, sendo que seg¢des pertinentes
foram incorporadas a presente norma. Existem outros métodos de sensibilidade, os quais fornecem
resultados essencialmente equivalentes aos métodos do NCCLS descritos neste documento. O FDA ¢
responsavel pela aprovacao de dispositivos comerciais para uso nos Estados Unidos. O NCCLS ndo aprova
ou endossa produtos ou dispositivos comerciais.

Os testes de disco-difusdo baseados apenas na presenca ou auséncia de um halo de inibigcdo, sem
consideragdo do tamanho do halo, ndo sdo aceitaveis. SO podem ser obtidos resultados confiaveis com testes
de disco-difusdo que usam o principio de metodologia padronizada e medidas do didmetro do halo de
inibicdo correlacionados as concentragdes inibitorias minimas (CIMs) com cepas reconhecidamente
sensiveis e resistentes a diversos agentes antimicrobianos.

Os métodos aqui descritos devem ser seguidos explicitamente para se obter resultados reprodutiveis. O
método padronizado recomendado atualmente pelo Subcomité para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana
do NCCLS baseia-se no método descrito originalmente por Bauer et al.* Esse é o método de disco-difusido
mais completamente descrito para o qual foram desenvolvidos padrdes de interpretagdo apoiados por dados
laboratoriais e clinicos.

O presente documento descreve os métodos, o controle de qualidade e os critérios de interpretagdo
recomendados atualmente para os testes de sensibilidade por disco-difusdo. Mudangas serdo incorporadas
em futuras edi¢cdes desta norma quando novos problemas forem identificados ou melhorias nesses critérios
forem desenvolvidas, além disso, essas mudancas serdo divulgadas nos suplementos informativos anuais.

1.1 Abrangéncia

Diversos métodos laboratoriais podem ser usados para predizer a sensibilidade in vitro de bactérias a
agentes antimicrobianos. O presente documento descreve técnicas padronizadas de disco-difusdo em agar a
serem utilizadas para determinar a sensibilidade in vitro de bactérias de crescimento aerdbico. O documento
ainda contempla a preparagdo das placas de agar, as condi¢des do teste (incluindo o preparo e tamanho do
inoculo, o tempo de incubacdo e a temperatura), a interpretacdo dos resultados, dos procedimentos de
controle de qualidade e das limitagdes do método de disco-difusdo. Para auxiliar os laboratdrios clinicos,
apresentam-se diretrizes para a selecdo dos agentes antimicrobianos para a realizagdo de testes rotineiros e
respectivos relatorios. Os padrdes dos testes de sensibilidade in vitro das bactérias que apresentam
crescimento aerobico usando métodos dilucionais podem ser encontrados na edigdo mais recente do
documento M7—Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically do NCCLS. Os testes padronizados de sensibilidade in vitro das bactérias que apresentam
crescimento anaerobico podem ser encontrados na edi¢cdo mais recente do documento recente do documento
M11—Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria do NCCLS.
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1.2 Definicdes®

Categoria de Interpretacio do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana, »n - 1) Classificacdo baseada na
resposta in vitro de um organismo a um agente antimicrobiano nas concentra¢des séricas ou teciduais que
este agente pode alcancar quando as doses habitualmente prescritas _deste agente sdo utilizadas; 2)
Categoria de Interpretacdo ‘Sensivel’ do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana, n — Categoria que
implica que a infec¢do causada por este isolado pode ser tratada apropriadamente com a dosagem de um
agente antimicrobiano recomendado para esse tipo de infeccdo e patégeno, salvo quando de outra forma
indicado; 3) Categoria de Interpretaciio ‘Intermediaria’ do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana, n —
Categoria que implica que uma infeccdo causada por este isolado pode ser tratada apropriadamente em
locais do corpo, onde as drogas se concentram fisiologicamente ou quando for possivel a prescrigdo de uma
dosagem mais alta da droga_que a habitual; também indica uma “zona tampao” (buffer zone) que deveria
impedir que pequenos fatores técnicos e fora de controle causem grandes discrepancias na interpretagdo dos
testes; 4) Categoria de Interpretacao ‘Resistente’ do Teste de Sensibilidade Antimicrobiana, n — Os
isolados considerados_ resistentes ndao sfo inibidos pelas concentragdes do agente antimicrobiano
normalmente prescritas em tratamentos habituais (freqiiéncia ¢ dosagem) e/ou caem na faixa em que a
ocorréncia de mecanismos de resisténcia antimicrobiana especificos sdo mais provaveis (ex., beta-
lactamases), e a eficécia clinica ndo tem sido confidvel em estudos clinicos.

Controle de qualidade, n — Técnicas e atividades operacionais usadas para atender aos requisitos de
qualidade.

2. Indicacoes para a Realizacdo de Testes de Sensibilidade

Os testes de sensibilidade sdo indicados para qualquer organismo que cause um processo infeccioso que
requeira terapia antimicrobiana, sempre que sua sensibilidade ndo possa ser predita de maneira confiavel
com base na identificagdo do organismo. Os testes de sensibilidade s3o indicados, com maior freqiiéncia,
quando se acredita que o organismo causador da infec¢do pertence a uma espécie capaz de demonstrar
resisténcia aos agentes antimicrobianos normalmente usados. Os mecanismos de resisténcia incluem a
producdo de enzimas que inativam a droga, a alteracdo dos alvos de agdo da droga e alteracdo da
permeabilidade da membrana externa ou efluxo da droga. Alguns organismos ainda possuem sensibilidade
previsivel a agentes antimicrobianos, e a terapia empirica ¢ amplamente reconhecida. Os testes de
sensibilidade sdo raramente necessarios quando a infec¢do se deve a um microorganismo reconhecidamente
sensivel a uma droga muito eficaz (ex., isolados de Streptococcus pyogenes permanecem sensiveis a
penicilina nos Estados Unidos). Se o isolado de S. pyogenes for proveniente de pacientes alérgicos a
penicilina, a eritromicina ou outros macrolideos podem ser testados para detectar cepas resistentes a esses
agentes. Os testes de sensibilidade também sdo importantes nos estudos da epidemiologia da resisténcia e na
avaliacdo de novos agentes antimicrobianos.

Colonias, isoladas em placas de agar, de cada tipo de organismo que possa desempenhar um papel
patogénico devem ter a sua sensibilidade testada. Com freqiiéncia, a identificacdo dos microorganismos ¢é
realizada neste momento. Diferentes tipos de microorganismos nido devem ser testados em uma mesma
placa do teste de sensibilidade. A pratica de realizar testes de sensibilidade a partir do material clinico (ex,
urina e fluidos corpdéreos normalmente estéreis) deve ser evitada, exceto em emergéncias clinicas, quando a
coloracdo direta do gram sugere um Unico patdgeno. Se o teste for efetuado diretamente com o material
clinico, os resultados devem ser reportados como preliminares, repetindo-se o teste de sensibilidade usando
a metodologia padronizada. Quando a natureza da infeccdo ndo esta clara e o espécime contém crescimento
misto ou flora normal (em que os organismos provavelmente t€ém pouca relagdo com o processo infeccioso
que estd sendo tratado), os testes de sensibilidade sdo freqiientemente desnecessarios e os resultados podem
ser ndo confiaveis.

@ Algumas dessas definigdes sdo encontradas no documento do NCCLS NRSCL8—Terminology and Definitions for Use in NCCLS
Documents. Para definicbes completas e informagbes detalhadas sobre as fontes, favor reportar-se a edicdo mais recente desse
documento.
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3. Selecao do Disco de Agente Antimicrobiano para Testes e Relatorios Rotineiros

Cada laboratério de patologia clinica deve selecionar os agentes antimicrobianos mais apropriados para
realizar o teste, em conjunto com os especialistas em doencas infecciosas ¢ o farmacéutico, assim como os
comités de farmécia, terapéuticos e controle de infecgdo hospitalar. As recomendagdes nas tabelas 1 ¢ 1A
para cada grupo de organismos incluem agentes de eficacia comprovada, com desempenho aceitavel em
testes in vitro. Na selecdo dos agentes para grupos especificos de testes/relatorios, deve-se considerar a
eficacia clinica, a prevaléncia de resisténcia, a minimizagao do surgimento de resisténcia, custo, indicagdes
da FDA e as atuais recomendagdes consensuais para drogas de primeira escolha e drogas alternativas, além
das questoes especificas descritas. Os testes dos agentes selecionados podem ser tteis para fins de controle
das infecgoes.

3.1 Relatdorios Rotineiros

Os agentes relacionados nas tabelas 1 ¢ 1A sdo considerados apropriados e recomendados para testes e
relatorios no presente momento. Para evitar interpretacdes indevidas, os relatorios rotineiros enviados aos
médicos devem incluir apenas as drogas apropriadas para uso terapéutico, conforme sugerido nas tabelas 1 e
1A. Pode-se acrescentar ou excluir agentes dessas listas basicas, conforme as circunstancias. Outras drogas,
além das apropriadas para uso terapéutico, também podem ser testadas para se obter dados taxondmicos e
informagdes epidemiologicas, embora essas informagdes ndo devam ser incluidas nos relatorios de patologia
clinica. Entretanto, esses resultados devem estar disponiveis (no laboratorio) para o especialista em controle
de infecgdo e/ou o epidemiologista hospitalar.

3.2 Nomes Nao-comerciais

Para minimizar a confusdo, deve-se usar o nome nao-comercial (ex., genérico) oficial dos agentes
antimicrobianos nos relatorios. Para enfatizar as relacdes entre as muitas drogas atualmente disponiveis,
estas podem ser agrupadas por classe de droga, da seguinte maneira.

3.2.1 p-Lactimicos

Os agentes antimicrobianos B-lactamicos compartilham o anel central de B-lactdmico que possui quatro
elementos, sendo seu principal modo de acdo a inibigdo da sintese da parede celular. Estruturas anelares
adicionais ou grupos substituintes acrescentados ao anel B-lactdmico determinam se o agente ¢ penicilina,
cefem, carbapenem, ou monobactam.

3.2.1.1 Penicilinas

O espectro de atividade da penicilina inclui principalmente bactérias gram-negativas, que ndo produzem [3-
lactamase, algumas das quais sdo fastidiosas. As aminopenicilinas (ampicilina ¢ amoxicilina) sao ativas
contra outras espécies de gram-negativos, incluindo alguns membros das Enterobacteriaceae. As
carboxipenicilinas (carbenicilina e ticarcilina) e ureidopenicilinas (mezlocilina e piperacilina) possuem um
espectro contra gram-negativos consideravelmente ampliado, incluindo atividade contra muitas
Pseudomonas e Burkholderia spp. As penicilinas estdveis na presenca de penicilinas e (cloxacilina,
dicloxacilina, meticilina, nafcillin e oxacilina) possuem um espectro predominantemente contra gram-
positivo, que inclui os estafilococos produtores de penicilinase.

3.2.1.2 Combinagoes B-Lactamico / Inibidor da B-Lactamase

Essas combinagdes de antimicrobianos incluem uma penicilina e um segundo agente que possui atividade
antibacteriana minima, mas funciona como inibidor de algumas B-lactamases. Atualmente, sdo usados trés
inibidores de B-lactamase: 4cido clavulanico, sulbactam e tazobactam. Os resultados de testes empregando
apenas a parte de penicilina da combinacdo contra organismos produtores de B-lactamase ndo predizem,
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com freqiiéncia, a sensibilidade & combinacao das duas drogas.

3.2.1.3  Cefens (incluindo as cefalosporinas)

Os cefens sdo agentes antimicrobianos que possuem um espectro de atividade ligeiramente diferente contra
as bactérias gram-positivas e gram-negativas. Essa classe antimicrobiana, os cefens, inclui as cefalosporinas
classicas, assim como os agentes nas subclasses cefamicina, oxacefem e carbacefens (ver Glossario I). Com
freqliéncia, as diferentes cefalosporinas sdo chamadas de cefalosporinas de “primeira”, “segunda”,
“terceira”, ou “quarta geragdo”, com base na abrangéncia de sua atividade contra as bactérias gram-
negativas mais resistentes aos antibioticos. Nem todos os representantes de um determinado grupo ou
geracdo possuem necessariamente o mesmo espectro de atividade. Devido as diferengas na atividade, pode-
se selecionar representantes de cada grupo para testes rotineiros.

3.2.1.4 Carbapenens

A estrutura dos carbapenens difere pouco da estrutura das penicilinas. Além disso, sdo muito mais
resistentes a hidrolise por B-lactamase, o que lhes confere atividade de amplo espectro contra numerosas
bactérias gram-positivas e gram-negativas.

3.2.1.5 Monobactans

Os agentes antimicrobianos denominados monobactans sdo B-lactdmicos monociclicos. Atualmente, o
aztreonam (ativo contra as bactérias gram-negativas aerobicas) ¢ o Unico antibidtico monobactamico
liberado para uso pelo US FDA.

3.2.2 Glicopeptideos

Os agentes antimicrobianos glicopeptideos possuem uma estrutura quimica complexa comum, € seu
principal modo de agdo € a inibi¢do da sintese da parede celular num sitio diferente do dos B-lactdmicos. A
atividade desse grupo ¢ dirigida principalmente contra as bactérias gram-positivas. A vancomicina €é o
agente indicado para o tratamento de infec¢des bacterianas gram-positivas nos pacientes alérgicos a
penicilina, sendo util na terapia de infecgdes causadas por cepas bacterianas gram-positivas resistentes aos
agentes B-lactdmicos, ex., Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e alguns enterococos.

3.2.3 Aminoglicosideos

Os membros desse grupo de agentes antimicrobianos estruturalmente relacionados inibem a sintese protéica
bacteriana em nivel ribossémico. A classe inclui membros que sdo afetados, de diferentes formas, pelas
enzimas inativadoras dos aminoglicosideos, o que resulta em algumas diferencas de espectro entre os
diversos agentes. Os aminoglicosideos sdo usados, primordialmente, para tratar infec¢des causadas por
bacilos gram-negativas aerobicas ou em combinagdes sinérgicas com agentes antimicrobianos ativos na
parede celular (ex., penicilina, ampicilina e vancomicina) contra algumas bactérias gram-positivas
resistentes, como 0s enterococos.

3.2.4 Macrolideos

Os macrolideos sdo agentes antimicrobianos estruturalmente relacionados que inibem a sintese protéica em
nivel ribossomico. Varios membros dessa classe em uso atualmente deveriam ser considerados para testes
contra isolados de bactérias gram-positivas ou gram-negativas fastidiosas. As drogas que compdem o grupo

dos macrolideos estdo estreitamente inter-relacionadas e, com poucas excegdes, apenas a eritromicina
precisa ser testada de forma rotineira.

3.2.5 Tetraciclinas
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As tetraciclinas inibem a sintese protéica em nivel ribossomico em certas bactérias gram-negativas e gram-
positivas. As drogas desse grupo estdo estreitamente inter-relacionadas e, com poucas excecdes, apenas a
tetraciclina precisa ser testada de forma rotineira. Os organismos suscetiveis a tetraciclina sdo considerados
sensiveis também a doxiciclina e minociclina. Entretanto, alguns organismos intermediarios ou resistentes a
tetraciclina podem ser suscetiveis a doxiciclina ou minociclina, ou a ambas.

3.2.6 Quinolonas

Esse grupo inclui varios agentes estreitamente interligados que funcionam, principalmente, por meio da
inibicdo da atividade da DNA-girase de muitas bactérias gram-negativas ¢ gram-positivas. Algumas
diferengas de espectro podem exigir testes separados dos diferentes agentes.

3.2.7 Inibidores da Via Metabdlica do Folato

Esse grupo abrange varios agentes quimioterapicos com espectros de atividade similares que resultam na
inibicdo da via metabolica do folato nas bactérias. O sulfisoxazol ¢ uma das sulfonamidas mais
freqiientemente usadas nas infec¢des do trato urinario; sendo, assim, uma escolha apropriada para testes in
vitro. Em geral, a sulfametoxazol ¢ testada em combinagdo com o trimetoprim, que inibe a via metabolica
do folato de algumas bactérias gram-negativas ¢ gram-positivas em uma etapa subseqiiencial.

3.2.8 Classes de Droga unica

Essas classes representam agentes antimicrobianos para os quais ndo ha produtos relacionados que sejam
apropriados para testes in vitro. Incluem cloranfenicol, clindamicina, linezolida e quinupristina-
dalfopristina, que inibem a sintese protéica, bem como a rifampina, que inibe a sintese do RNA. A
nitrofurantoina, usada apenas no tratamento das infec¢des do trato urinario, inibe a sintese de varias
proteinas em nivel ribossomico. A fosfomicina, também aprovada pelo FDA para infecgdes do trato
urindrio, inibe as enzimas que participam na sintese da parede celular.

3.3 Diretrizes de Selecao

Para tornar os testes rotineiros de sensibilidade relevantes e praticos, o nimero de agentes testados deve ser
limitado. As tabelas 1 e 1A relacionam as drogas que deveriam preencher os requisitos basicos de uso
rotineiro na maioria dos laboratorios de patologia clinica. As tabelas estdo divididas em colunas baseadas
em organismos especificos ou grupos de organismos, indicando-se, a seguir, as diversas drogas em ordem
prioritaria de teste, no intuito de auxiliar os laboratorios na selecdo de suas baterias de testes rotineiros. As
‘caixas’ na tabela designam grupos de agentes comparaveis, para os quais, em geral, ndo ¢ necessario
duplicar os testes, uma vez que os resultados interpretativos sdo normalmente similares e a eficécia clinica,
semelhante. Além disso, a palavra “ou” designa um grupo de agentes afins, que mostram espectro de
atividade e resultados interpretativos praticamente idénticos ¢ para os quais a resisténcia e sensibilidade
cruzadas sdao quase completas.

Assim, em geral, apenas um agente em cada ‘caixa’ de sele¢do (agrupamento ou grupo afim) precisa ser
testado. Com poucas excecdes, o agente no relatorio deve ser testado, exceto nos casos em que um relatorio
do teste de um outro agente fornece um resultado mais preciso (ex., sensibilidade dos estafilococos ao
cefens com base em teste de oxacilina). Deve-se testar os agentes que constam do formulario do hospital ou,
entdo, o relatério deve incluir notas de rodapé indicando que outros agentes ndo testados podem ter
atividade comparavel.

3.4 Diretrizes Sugeridas para Testes e Relatorios Seletivos e Rotineiros

Conforme relacionado nas tabelas 1 e 1A, os agentes no Grupo A sao considerados apropriados para
inclusdo num painel de testes priméarios de rotina, assim como para os relatdrios rotineiros dos resultados de
grupos especificos de organismos.
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O Grupo B inclui agentes clinicamente importantes, especialmente nas infecgdes nosocomiais, 0s quais
podem merecer testes primarios. Entretanto, esses agentes podem ser reportados apenas seletivamente,
como quando o organismo ¢ resistente a agentes da mesma classe, como no Grupo A. A liberagdo dos
resultados também ¢ indicada em outros casos, incluindo fontes selecionadas de espécimes (ex., uma
cefalosporina de terceira geragdo contra bacilos entéricos de liquido céfalo-raquidiano [LCR] ou
sulfametoxazol/trimetoprim contra isolados do trato urinario); infecgdes polimicrobianas; infecgdes que
afetam diversos sitios corporeos; mediante solicitacdo, em casos de alergia, intolerancia, ou falta de resposta
a um agente do Grupo A; ou o fornecimento de informagdes ao pessoal de controle de infec¢do, como
ferramenta epidemiologica.

O Grupo C inclui agentes antimicrobianos alternativos ou suplementares que devem ser testados em
instituicdes afetadas por cepas endémicas ou epidémicas resistentes a varias drogas primarias
(especialmente na mesma classe, por exemplo, B-lactimicos ou aminoglicosideos); para tratamento de
pacientes alérgicos as drogas primarias; para tratamento de organismos pouco comuns (e.x., cloranfenicol

para isolados extra-intestinais de Salmonella spp. ou enterococos resistentes a vancomicina); ou para
fornecer informagdes ao pessoal de controle de infeccdo, como ferramenta epidemiologica.

O Grupo U relaciona certos agentes antimicrobianos (ex., nitrofurantoina e algumas quinolonas) que sdo
usadas, somente ou principalmente, no tratamento de infecgdes do trato urinario; ndo € necessario emitir
relatorios rotineiros sobre a acdo desses agentes em patdgenos recuperados de outros sitios de infecg@o.
Outros agentes com indicagdes mais amplas podem ser incluidos no Grupo U contra patdgenos especificos
do trato urinario (ex., P. aeruginosa).

O Grupo O (“outros”) inclui agentes que possuem indicagdo clinica para o grupo de organismos, mas, em
geral, ndo s3o candidatos para testes e relatorios rotineiros nos Estados Unidos.

O Grupo Inv. (“investigacdo™) inclui agentes que estdo sendo pesquisados para o grupo de organismos, mas
ainda ndo foram aprovados pelo FDA.

Cada laboratorio deve decidir quais dos agentes relacionados na tabela 1 e tabela 1A devem ser reportados
rotineiramente (Grupo A) e para quais se deve preparar relatorios seletivos (do Grupo B), em consulta com
os especialistas em doencas infecciosas ¢ o farmacéutico, assim como os comités de farmacia, terapéuticos e
controle de infecgdo hospitalar. Os relatorios seletivos podem ajudar a melhorar a relevancia clinica dos
relatorios de resultados e a minimizar a selegdo de cepas nosocomiais multirresistentes resultantes do uso
excessivo de agentes antimicrobianos de amplo espectro. No caso dos agentes do Grupo B, os resultados
que ndo sdo liberados rotineiramente devem ser disponibilizados mediante solicitacdo, ou podem ser
liberados para espécimes selecionados. Resisténcia inesperada, quando confirmada, deve ser relatada, por
exemplo, resisténcia a um agente secundario, mas sensibilidade a um agente primario.

4. Reagentes para o Teste de Difusdo em Disco

4.1 Meio de Agar Miieller-Hinton

Dentre os muitos meios disponiveis, o subcomité considera o agar Miieller-Hinton o melhor para testes
rotineiros de sensibilidade contra bactérias ndo fastidiosas, pelas seguintes razdes.

» Demonstra reprodutibilidade aceitavel entre os diferentes lotes nos testes de sensibilidade.
* Contém baixo teor de inibidores de sulfonamida, trimetoprim e tetraciclina.
* Permite crescimento satisfatorio dos patégenos nao fastidiosas.

» Existe um grande acervo de dados e experiéncia relativos a testes de sensibilidade realizados com esse
meio.
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Embora o 4gar Miieller-Hinton seja geralmente confiavel para os testes de sensibilidade, os resultados
obtidos com alguns lotes podem, ocasionalmente, variar de maneira significativa. Se um lote do meio ndo
promove crescimento adequado de um organismo a ser testado, os halos de inibigdo obtidos por disco-difusao
serdo, em geral, maiores que os esperados e podem exceder os limites aceitaveis de controle de qualidade. So6
as formulagdes do meio Miieller-Hinton que tenham sido testadas de acordo com o documento M6—
Protocols for Evaluating Dehydrated Mueller-Hinton Agar do NCCLS e que atendam aos limites de
aceitacdo descritos nesse documento devem ser utilizadas.

4.1.1 Preparacio do Agar Miieller-Hinton
O preparo do agar Miieller-Hinton compreende as seguintes etapas:

(1) O agar Miieller-Hinton deve ser preparado a partir de uma base desidratada disponivel comercialmente e
conforme as instrucdes do fabricante.

(2) Imediatamente apos passar pela autoclave, deixar resfriar em banho-maria entre 45 e 50°C.

(3) Despejar o meio recém preparado e resfriado em placas de petri de fundo chato, em vidro ou pléstico,
numa superficie horizontal, para garantir uma profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm. Isso
corresponde a 60-70 mL de meio para placas com 150 mm de didmetro e 25-30 mL, para placas com
diametro de 100 mm.

(4) O meio agar deve esfriar a temperatura ambiente ¢ ser armazenado em geladeira (de 2 a 8°C), exceto
quando a placa for usada no mesmo dia,

(5) As placas devem ser usadas até sete dias apo6s a preparagdo, a ndo ser que sejam tomadas precaucdes
adequadas, como embrulha-las em pléstico, para minimizar o ressecamento do agar.

(6) Deve-se examinar uma amostra representativa de cada lote de placas para confirmar sua esterilidade,
mediante a sua incubagdo a 30-35° C, durante 24 horas ou mais.

4.1.2 pH

O pH de cada lote de agar Miieller-Hinton deve ser verificado quando o meio € preparado. O método exato a
ser usado dependera, em grande parte, do tipo de equipamento disponivel no laboratorio. O meio agar deve
ter pH entre 7,2 e 7,4 a temperatura ambiente apos solidificacdo. Se o pH for demasiado baixo, algumas
drogas parecerdo ter perdido sua poténcia (ex., aminoglicosideos, quinolonas e macrolideos), enquanto que
outros agentes poderdo parecer excessivamente ativos (ex., tetraciclinas). Se o pH for demasiado alto,
efeitos opostos podem ser esperados. O pH pode ser verificado das seguintes maneiras.

* Macerar uma quantidade suficiente de agar para submergir a ponta de um eletrodo do pHmetro.

*  Permitir que uma pequena quantidade de agar solidifique em torno da ponta de um eletrodo do_pHmetro,
num béquer ou xicara.

* Usar um eletrodo de superficie devidamente calibrado.

4.1.3 Umidade

Se, logo antes de usar, o meio apresentar excesso de umidade na superficie, as placas devem ser colocadas
em uma incubadora (35° C) ou capela de fluxo laminar a temperatura ambiente, com as tampas entreabertas,
até que o excesso de umidade superficial evapore (em geral, de 10 a 30 minutos). A superficie devera estar
umida, mas ndo devera haver goticulas de agua na superficie do meio ou na tampa da placa de petri quando
as placas forem inoculadas.
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4.1.4 Efeitos da Timidina ou Timina

Os meio contendo teores excessivos de timidina ou timina podem reverter o efeito inibitorio das sulfonamidas
¢ do trimetoprim, produzindo, assim, halos de inibicdo menores € menos nitidos, ou mesmo nenhum halo de
inibigdo, o que pode resultar em relatorio de falsa-resisténcia. Deve-se usar agar Miieller-Hinton com o menor
teor possivel de timidina. Se surgirem problemas de controle de qualidade com as sulfonamidas e o
trimetoprim, podera ser necessario verificar o dgar Miieller-Hinton. Novos lotes de agar Miieller-Hinton,
podem ser testados para Enterococcus faecalis ATCC® 29212 ou, alternativamente, Enterococcus faecalis
ATCC® 33186, com discos de sulfametoxazol/trimetoprim. Um meio satisfatorio fornecera halos de inibigdo
claros e nitidos, com didmetro de 20mm ou mais. Um meio insatisfatorio ndo produzird qualquer halo de
inibigdo, crescimento dentro do halo, ou um halo com menos de 20mm de didmetro.

4.1.5 Efeitos de Variacao nos Cations Divalentes

As variagodes nos cations divalentes, principalmente magnésio e céalcio, afetardo os resultados dos testes dos
aminoglicosideos e da tetraciclina contra cepas de Pseudomonas aeruginosa; a variagdo nos niveis de
célcio também afeta os resultados dos testes de daptomicina. Um teor excessivo de cations reduzird os
tamanhos dos halos de inibi¢éo, enquanto que um baixo teor de cations pode resultar em halos de inibi¢do
inadmissivelmente grandes. O excesso de ions de zinco pode reduzir os tamanhos dos halos de inibi¢do dos
carbapenens. Os testes de desempenho com cada lote de agar Miieller-Hinton devem estar em
conformidade com os limites de controle relacionados na tabela 3.

4.1.6 Testes de Cepas com Crescimento Insatisfatorio

Apenas as bactérias aerdbicas ou facultativas que crescem bem em agar Miieller-Hinton sem suplementacao
devem ser testadas nesse meio. Certas espécies exigentes de Haemophilus spp., Neisseria gonorrhoeae,
Streptococcus pneumoniae e dos estreptococos B-hemoliticos e viridans ndo crescem suficientemente em
agar Miieller-Hinton sem suplementacdo. Esses organismos requerem suplementacdo ou meios diferentes
para crescer, e devem ser testados nos meios descritos na Seg¢do 6.

4.2 Armazenamento de Discos Antimicrobianos

Os frascos contendo discos de papel especificamente preparados para os testes de sensibilidade disponiveis
comercialmente, sdo, em geral, empacotados para assegurar condi¢Ges anidras apropriadas. Os discos
devem ser armazenados conforme indicado a seguir.

» Refrigerar os recipientes a temperatura de 8°C ou menos, ou congelar a -14°C ou menos, num
congelador comum (ndo do tipo “frost-free”) até o momento de usar. Os pacotes fechados de discos
contendo drogas da classe de B-lactamicos devem ser armazenados congelados, com exce¢do de um
pequeno numero de discos reservados para o trabalho cotidiano, que pode ser refrigerado durante, no
maximo, uma semana. Alguns agentes labeis (ex., combinag¢des de acido clavulanico, imipenem e
cefaclor) podem manter maior estabilidade quando armazenados congelados até o dia em que forem
usados.

* Os recipientes fechados de discos devem ser retirados da geladeira ou congelador uma ou duas horas
antes de serem usados, para que se equilibrem em temperatura ambiente antes de serem abertos. Esse
procedimento minimiza a condensagdo quando o ar quente entra em contato com os discos frios.

* Apos retirar o cartucho de discos do pacote selado, coloca-lo num dissecador bem selado. Quando se
usa um dispensador de discos, este deve ser tampado hermeticamente, acrescentando-se um dissecante
adequado. Deve-se deixar que a temperatura do dispensador chegue a temperatura ambiente antes de
abri-lo. Evitar umidade excessiva, substituindo o dissecante sempre que o indicador mudar de cor.

® ATCC® & marca registrada da American Type Culture Collection.
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* Quando nio estiver em uso, o dispensador de discos deve ser mantido refrigerado.

» Apenas os discos dentro do prazo de validade do fabricante podem ser usados. Os discos devem ser
descartados no vencimento.

4.3 Controle de Turbidez para a Preparacio do Inéculo

Para padronizar a densidade do indculo para um teste de sensibilidade, deve-se usar um controle de turbidez
de BaSQs, equivalente a uma solugdo padrao de McFarland 0,5 ou seu equivalente optico (ex., suspensao de
particulas de latex). A solugdo padrao de McFarland 0,5 de BaSO4 pode ser preparada da seguinte maneira.

| (1) Acrescenta-se uma aliquota de 0,5 mL de BaCl, 0.048 mol/L (1,175% w/v BaCl, * 2H,0) a 99,5 mL de
H,S04 0,18 mol/L (1% v/v), homogeneizando constantemente para manter a suspensao.

(2) A densidade correta do controle de turbidez deve ser verificada usando um espectrofotdmetro com fonte
de luz de 1-cm e cubeta apropriada para determinar a absorbancia. A absorbancia da solugdo padrao de
McFarland a 0,5 devera variar de 0,08 a 0,10 utilizando um comprimento de onda de 625 nm.

(3) A suspensao de sulfato de bario deve ser transferida, em aliquotas de 4 a 6 mL, para tubos com tampas
de rosca do mesmo tamanho usados para cultivar e diluir o indculo bacteriano.

| (4) Esses tubos devem ser selados hermeticamente e armazenados em local escuro, a temperatura ambiente.
(5) O controle de turbidez de sulfato de bario deve ser agitado vigorosamente num misturador mecanico tipo
vortex antes de cada uso, verificando se estd uniformemente tarbido. No caso de particulas maiores, o
controle deve ser substituido. As suspensoes de particulas de latex devem ser misturadas invertendo-as

suavemente, e ndo num misturador tipo vortex.

(6) Os controles de sulfato de bario devem ser substituidos, ou suas densidades verificadas, todo més.

5. Execucao de Testes de Disco-Difusao

5.1 Preparacao do Inoculo

5.1.1 Método do Crescimento

O método do crescimento ¢ realizado da seguinte maneira:

(1) Pelo menos de trés a cinco colonias, bem isoladas, do mesmo tipo morfologico sdo selecionadas da placa
de agar. A superficie de cada colonia ¢ tocada com uma alga, e os microorganismos sdo transferidos

para um tubo contendo 4-5mL de um meio de cultura adequado, como caldo de soja triptica.

| (2) Incuba-se a cultura em caldo, a 35° C, até alcancar ou exceder a turbidez de uma solugdo padrio de
McFarland 0,5 (em geral, de duas a seis horas).

(3) Ajusta-se a turbidez da cultura em crescimento com solugdo salina estéril ou caldo, de modo a obter uma
turbidez Optica comparavel a da solugdo padrio de McFarland a 0,5. Isso resulta numa suspensdo
contendo aproximadamente de 1 a 2 x 10 UFC/mL de E. coli ATCC® 25922. Para realizar esta etapa
corretamente, usa-se um espectrofotometro ou, quando executado a olho nu, luz suficiente para
comparar o inoculo do tubo ao da solugdo padrdo de McFarland a 0,5 utilizando um cartdo de fundo

| branco com linhas contrastantes pretas ao_fundo.
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5.1.2 Método de Suspensido Direta das Colonias

(1) Como alternativa conveniente para o método de crescimento, pode-se preparar o inoculo fazendo uma
suspensdo direta, em caldo ou solugdo salina, de colonias isoladas selecionadas numa placa de agar de
18-24 horas (deve-se usar um meio nao seletivo, como agar sangue). A suspensao ¢ ajustada para que
sua tubidez coincida com a da solugdo padrao de McFarland 0,5, conforme delineado na Se¢do 5.1.1.

(2) E o método recomendado para testar os organismos fastidiosos como Haemophilus spp. ¢ Neisseria
gonorrhoeae, bem como os estreptococos (ver Se¢do 6) e para testar possivel resisténcia dos
estafilococos a meticilina ou a oxacilina.

5.2 Inoculacio das Placas de Teste

(1) Em condigoes ideais, mergulha-se um swab de algoddo estéril na suspensdo ajustada, até 15 minutos
apos ajustar a turbidez da suspensdo de inoculo. O swab deve ser girado varias vezes e apertado
firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido. Isso ajudara a retirar qualquer
excesso de inoculo no swab.

(2) A superficie seca da placa de dgar Miieller-Hinton ¢ inoculada esfregando o swab em toda a superficie
estéril do 4agar. Repete-se o procedimento esfregando outras duas vezes, girando a placa
aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do inéculo. Como passo
final, passa-se um swab na margem da placa de agar.

(3) A tampa pode ser deixada entreaberta de trés a cinco minutos, embora nunca mais de 15 minutos, de
maneira a permitir que qualquer excesso de umidade seja absorvido antes de se aplicar os discos
impregnados de droga.

OBSERVACAO: Deve-se evitar densidades extremas de inoéculo. Nunca use culturas em caldo, nio-
diluidas, do dia anterior, ou outros in6culos ndo padronizados para semear as placas.

5.3 Aplicaciio de Discos a Placas de Agar Inoculadas

(1) Um conjunto predeterminado de discos antimicrobianos ¢ colocado na superficie de uma placa de agar
semeada. Cada disco deve ser pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar contato completo
com a superficie de agar. Independentemente de serem aplicados individualmente ou com dispensador,
os discos devem ser distribuidos por igual, de maneira que a distdncia de centro para centro ndo exceda
24mm. Em geral, deve-se colocar 12 discos, no maximo, numa placa de 150mm, ou cinco discos numa
placa de 100mm. Uma vez que algumas drogas se difundem quase instantaneamente, o disco ndo deve
ser reaplicado apoés ter entrado em contato com a superficie de agar. Em vez disso, coloque um novo
disco em outra parte da placa.

(2) As placas devem ser invertidas e colocadas numa estufa, a 35° C, até 15 minutos ap6s a aplicacdao dos
discos. Com excecdo de Haemophilus spp., N. gonorrhoeae e dos estreptococos (ver Se¢do 6), as placas
ndo devem ser incubadas em atmosfera enriquecida com CO,, porque os padrdes de interpretagdo foram

desenvolvidos usando incubagdo em ar ambiente, e o CO, ird alterar significativamente o tamanho dos
halos de inibicdo de alguns agentes.

5.4 Leitura das Placas e Interpretacio dos Resultados

(1) Apods 16-18 horas de incubagdo, examina-se cada placa. Se a placa foi satisfatoriamente semeada, e o
inoculo era correto, os halos de inibigdo resultantes serdo uniformemente circulares e havera um tapete
confluente de crescimento. Se colonias individuais forem aparentes, o indculo era demasiado leve e o
teste devera ser repetido. Os diametros dos_halos de inibigao total (julgadas a olho nu) sdo mensurados,
incluindo o diametro do disco.
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Os halos sao medidas em milimetros usando um paquimetro ou uma régua, que ¢ encostado na parte de
tras da placa de petri invertida. Segurar a placa de petri poucas polegadas acima de um fundo ndo
refletor, iluminando-a com luz refletida. Se tiver sido acrescentado sangue a base de agar (como ocorre
com os estreptococos), os halos deverdo ser medidos a partir da superficie superior do agar iluminada
com luz refletida, uma vez retirada a tampa. Se oxacilina estiver sendo testada contra Staphylococcus
spp., ou vancomicina contra Enterococcus spp., serdo necessarias 24 horas de incubagdo antes de se
poder considerar o microorganismo sensivel; outros agentes podem ser lidos, e os resultados liberados,
em 16-18 horas (ver Se¢do 7.1.2). Emprega-se luz transmitida (colocando a placa na contraluz) para
verificar se ha crescimento discreto de colOnias resistentes a meticilina ou a vancomicina, nos halos de
inibigdo de oxacilina e vancomicina, respectivamente. Qualquer crescimento discernivel dentro do halo
de inibigdo ¢ indicativo de resisténcia a meticilina ou a vancomicina.

(2) O halo de inibig@o sera considerado a area sem crescimento detectavel a olho nu. O _crescimento de
pequenas colonias, detectavel apenas com lente de aumento, na margem do halo de inibigdo do
crescimento deve ser ignorado. Entretanto, no caso de crescimento discreto de colonias dentro de um
halo de inibi¢do evidente, o teste devera ser repetido com uma cultura ou subcultura pura de uma unica
coldnia, isolada da placa de cultura primaria. Se pequenas coldnias continuarem a crescer no halo de
inibi¢do, o halo de inibigdo livre de colonias deve ser medido. Algumas vezes, as cepas de Proteus spp.
podem se espalhar para as areas do halo de inibigdo de certos agentes antimicrobianos. Com Proteus
spp., o ténue véu de crescimento, dentro de um halo de inibig¢do evidente deve ser ignorado. Quando se
usa um meio suplementado com sangue para testar estreptococos, o halo de inibicdo do crescimento
deve ser medido, ao invés da zona de hemolise. Com o trimetoprim e as sulfonamidas, os antagonistas
no meio podem permitir um crescimento discreto; portanto, ndo_considere qualquer crescimento
discreto (20% ou menos da zona de crescimento) e meca a margem mais aparente para determinar o
diametro do halo de inibigdo.

(3) Interprete os tamanhos dos halos de inibigdo se reportando as tabelas 2A até 2I, classificando os
organismos, nos relatorios, como sensiveis, intermediarios, ou resistentes aos agentes testados (ver
Secdo 9). Alguns agentes s6 podem ser registrados como sensiveis, visto que apenas os pontos de corte
de sensibilidade sdao fornecidos.

6. Organismos Fastidiosos

O meio Miieller-Hinton descrito anteriormente para os patdégenos aerobicos de crescimento rapido ndo é
adequado para os organismos fastidiosos. Quando for necessario realizar testes de disco-difusdo dos
organismos fastidiosos, o meio, os procedimentos de controle de qualidade e os critérios de interpretagido
devem ser adequados a cada organismo. A precisio dos testes de disco-difusdo para Haemophilus
influenzae, N. gonorrhoeae, S. pneumoniae, estreptococos B-hemoliticos € do grupo de viridans tem sido
demonstrada para agentes selecionados, e esses testes sdo descritos no presente documento. Outras bactérias
fastidiosas podem ser testadas usando o método de diluicdo descrito no documento M7—Methods for
Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically do NCCLS. Os organismos
anaerobicos ndo devem ser testados usando o teste de disco-difusdo. Consulte o documento document
M11— Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria do NCCLS para os
procedimentos a serem utilizados para os testes de sensibilidade apropriados para organismos anaerobicos.

6.1 Espécies de Haemophilus
6.1.1 Meio Agar

O meio preferencial nos testes de disco-difusdo de Haemophilus spp. é o meio de teste de Haemophilus,
denominado HTM, em inglés.’> Ndo se recomenda o 4gar chocolate Miieller-Hinton para testes rotineiros de
Haemophilus spp.

Em agar, o meio de teste de Haemophilus é composto pelos seguintes ingredientes.
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» agar Miieller-Hinton (MHA);

* 15 pg/mL de B-NAD;

* 15 pg/mL de hematina bovina; e
* 5 g/L de extrato de levedura.

Para fazer o HTM, prepara-se primeiramente uma solugdo basica fresca de hematina, dissolvendo-se 50 mg
de hematina bovina em p6 em 100 mL de NaOH a 0,01 mol/L, aquecendo ¢ mexendo até que o po esteja
completamente dissolvido. Acrescenta-se 30 mL da solucdo basica de hematina a 1 L de MHA com 5g de
extrato de levedura. Apos autoclavar o meio resfria-lo a 45-50° C, acrescentar, assepticamente, 3 mL de uma
solucdo basica de NAD (50 mg de NAD dissolvidos em 10 mL de 4dgua destilada e esterilizada por filtragao).
O pH deve variar de 7,2 a 7,4.

A cepa de Haemophilus influenzae (ATCC®10211) ¢é utilizada como uma cepa de controle de qualidade
para verificar as propriedades de crescimento do HTM. Em especial, os fabricantes de HTM s@o
incentivados a usar Haemophilus influenzae ATCC® 10211 como cepa para os testes de controle de
qualidade.

6.1.2 Metodologia

(1) Deve-se usar o procedimento de suspensdo direta das colonias nos testes para Haemophilus spp. Usando
colonias obtidas diretamente de uma placa de cultura em agar chololate, incubada por uma noite (de
preferéncia, 20-24 horas), prepara-se uma suspensdo do organismo em caldo de Miieller-Hinton ou
solucdo salina a 0,9%. A suspensdo deve ser ajustada para uma turbidez equivalente a de uma solugdo
padrdo de McFarland 0,5, usando um espectrofotometro. Essa suspensdo devera conter
aproximadamente de 1 a 4 x 10® UFC/mL. Deve-se preparar a suspensdo com cuidado, porque
concentracdes mais altas de inéculo podem levar a resultados falso-negativos com agentes
antimicrobianos B-lactamicos, especialmente quando se testa cepas de H. influenzae produtoras de B3-
lactamase. A suspensdo de indculo deve ser aplicada a placa de inoculagdo até 15 minutos apos ter sido
ajustada sua turbidez.

(2) O teste de disco deve ser executado conforme descrito, come¢ando na Secéo 5.2 para as bactérias nao
fastidiosas, exceto que, em geral, ndo devem ser aplicados mais que nove discos na superficie das
placas de 150 mm, nem mais que quatro discos nas placas de 100 mm.

(3) As placas sdo incubadas a 35° C, em atmosfera com CO; a 5%, durante 16 a 18 horas, antes de aferir os
halos de inibi¢do.

(4) A margem do halo de inibicdo ¢ a area que ndo mostra crescimento evidente, visivel a olho nu. O
crescimento discreto de pequenas coldnias, que parecem dissipar-se a partir do halo mais evidente, deve
ser ignorado nas mensuragoes.

6.1.3  Critérios de Interpretagiao do Didmetro do Halo

Os agentes antimicrobianos sugeridos para os testes rotineiros de Haemophilus spp. constam da tabela 1A.
Os critérios especificos de interpretacdo do didmetro dos halos de inibi¢do a serem usados nos testes contra
Haemophilus spp. estdo relacionados na tabela 2E. Nao se recomenda realizar testes de disco-difusdo para
outros agentes antimicrobianos contra Haemophilus spp. .

6.2  Neisseria gonorrhoeae
6.2.1 Meio Agar

O meio recomendado para testes com N. gonorrhoeae € o agar GC, ao qual se acrescenta um suplemento de
crescimento definido a 1% apds autoclavar.® Ndo é necessario usar um suplemento de crescimento isento de
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cisteina para os testes de disco-difusdo. Nédo se recomenda usar agar chocolate enriquecido para os testes de
sensibilidade de N. gonorrhoeae.

6.2.2 Metodologia

(1) O procedimento de suspensdo direta das colonias deve ser usado para testar N. gonorrhoeae. Usando
coldnias tiradas diretamente de uma placa de cultura em agar chocolate incubadas durante a noite,
prepara-se uma suspensao equivalente a solu¢do padrdo de McFarland 0,5, seja em caldo de Miieller-
Hinton ou em solugdo salina a 0,9%. Quinze minutos apds ajustar sua turbidez, a suspensdo de inodculo
deve ser usada para semear as placas.

(2) Deve-se seguir os passos do teste de disco difusdo, conforme descritos na Secdo 5.2 para as bactérias
ndo fastidiosas. Até nove discos antimicrobianos devem ser aplicados a superficie das placas de
150mm, e quatro discos, no maximo, as placas de 100mm. Entretanto, serdo necessarios menos discos
por placa para testar certos agentes (ex., quinolonas) que produzem maiores halos de inibigéo.

(3) As placas sdo incubadas a 35° C, numa atmosfera de CO, a 5%, durante 20 a 24 horas, antes de medir os
halos de inibigdo.

6.2.3  Critérios de Interpretaciao do Diametro do Halo

Os agentes antimicrobianos sugeridos para os testes rotineiros com N. gonorrhoeae constam na tabela 1A.
Os critérios especificos de interpretagdo do didmetro dos halos a serem usados nos testes contra M.
gonorrhoeae estio relacionados na tabela 2F. Néo se recomenda realizar testes de disco-difusdo para outros
agentes antimicrobianos contra N. gonorrhoeae.

OBSERVACAO: Os organismos com didmetros da zona de inibi¢do < 19 mm, para discos com 10 pg de
penicilina, em geral, sdo produtoras de B-lactamase.® Entretanto, os testes para B-lactamase (ver Se¢do 8) sdo
mais rapidos e, portanto, preferiveis para a identificagdo dessa resisténcia mediada por plasmideo. Os
organismos com resisténcia a tetraciclina mediada por plasmideo também t€m halos de inibi¢ao (discos com
30-pg de tetraciclina) < 19 mm. Os mecanismos cromossomicos da resisténcia a penicilina e tetraciclina
produzem halos de inibicdo maiores, que podem ser identificados com exatiddo usando os critérios de
interpretacdo indicados na tabela 2F.

6.3 Streptococcus pneumoniae e Qutros Streptococcus spp.

6.3.1 Meio Agar

O meio recomendado para testes com S. pneumoniae € outros estreptococos € o agar Miieller-Hinton
suplementado por sangue de carneiro desfibrinado a 5%.

6.3.2 Metodologia

(1) O procedimento de suspensdo direta das colonias deve ser executado da seguinte maneira: as colonias de
uma placa de agar sangue de carneiro semeadas na véspera (de 16 a 18 horas) sdo suspensas em caldo
Miieller-Hinton ou solucado salina a 0,9% com uma densidade equivalente a turbidez da solucdo padrao
de McFarland 0,5, conforme descrito na Secdo 5.1.2. Quinze minutos apds ajustada a turbidez da
suspensdo do indculo, o mesmo deve ser usado para inoculacao das placas.

(2) Deve-se seguir os passos do teste em disco, conforme descritos na Se¢do 5.2 para as bactérias nao
fastidiosas. Até nove discos devem ser aplicados a superficie das placas de 150mm, e quatro discos, no
maximo, as placas de 100mm.

(3) As placas sdo incubadas a 35° C, numa atmosfera de CO, a 5%, durante 20 a 24 horas, antes de medir os
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halos de inibigdo.

6.3.3 Critérios de Interpretacao do Diametro do Halo

Os agentes antimicrobianos sugeridos para os testes rotineiros com pnemococos € outros estreptococos
constam na tabela 1A. Os critérios especificos de interpretacdo do didmetro dos halos de inibigdo a serem
usados nos testes contra S. pneumoniae e outros estreptococos estdo relacionados nas tabelas 2G e 2H,
respectivamente.

OBSERVACAO: Os isolados de S. pneumoniae com didmetros da zona de inibigio com oxacilina de > 20
mm sdo sensiveis (MIC < 0,06 pg/mL) a penicilina. Uma vez que halos de inibicdo < 19 mm no teste de
triagem de disco com oxacilina ocorrem com cepas resistentes a penicilina, cepas com sensibilidade
intermedidria e algumas cepas sensiveis, ¢ necessario determinar a CIM para penicilina, meropenem e
cefotaxime ou ceftriaxone, em isolados de S. pneumoniae com halos de inibigdo de oxacilina de < 19 mm.”
Os isolados ndo devem ser relatados como resistentes a penicilina ou de sensibilidade intermedidria, com
base, apenas, na zona de oxacilina de < 19 mm.

Nao se recomenda realizar testes de disco de oxacilina para determinar a sensibilidade a penicilina de outros
estreptococos, que ndo o S. pneumoniae. Um disco de penicilina ou ampicilina pode ser usado para predizer
a sensibilidade apenas dos estreptococos B-hemoliticos. Deve-se determinar a CIM para penicilina de
isolados de estreptococos do grupo viridans provenientes de sitios corporeos normalmente estéreis (ex.,
liquido céfalo-raquidiano, sangue, osso, etc.). Os testes de disco-difusdo com penicilina (e oxacilina) ndo
sdo confiaveis para os estreptococos do grupo viridans.

7. Organismos-Problema
7.1 Estafilococos
7.1.1 Resisténcia a Meticilina/Oxacilina

Historicamente, a resisténcia as penicilinas anti-estafilococos estaveis a hidrolise causada pelas B-lactamases
tem sido chamada de “resisténcia a meticilina,” dai a sigla MRSA (de ‘S. aureus resistente a meticilina’, em

\

inglés) ou MRS (de ‘estafilococos resistentes a meticilina’, em inglés), denominacdes ainda usadas com
freqiiéncia embora a meticilina ndo seja mais o agente de escolha para teste e tratamento. No presente
documento, varios termos sdo usados para fazer referéncia a resisténcia a esses agentes, por exemplo,
“MRS,” “resisténcia a meticilina” ou “resisténcia a oxacilina”.

Alguns laboratorios continuam a ter problemas associados com a detecgdo do MRS. Para identificar melhor
essas cepas, consideram-se 0s seguintes pontos.

* E mais provavel que os testes com discos de oxacilina detectem resisténcia que os discos com meticilina
ou nafcilina. Portanto, deve-se usar um disco com 1 pg de oxacilina para testar resisténcia a
meticilina/oxacilina.

* O indculo deve ser preparado usando o método de suspensdo direta das colonias (Segdo 5.1.2), ao invés
do método de crescimento do indculo (Secdo 5.1.1).

*  Os testes para detectar a MRS devem ser incubados durante um periodo de 24 horas (ao invés de 16 a 18
horas), a 33-35° C (sem exceder os 35° C), antes de relatar sensibilidade. A resisténcia pode ser relatada
quando se observar crescimento apds o minimo de 16 horas de incubagio.

* Todo o halo de inibi¢do ao redor do disco de oxacilina deve ser inspecionado cuidadosamente usando
luz transmitida para identificar presenca de pequenas colonias ou de um crescimento discreto dentro do
halo de inibigao.
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*  Os microbiologistas devem observar que os estafilococos resistentes a meticilina também apresentam,
com freqiiéncia, resisténcia multipla a varias classes de agentes antimicrobianos, incluindo
aminoglicosideos, clindamicina, macrolideos, fenicois, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclina. A
constatacdo de resisténcia multipla indica a possibilidade de resisténcia a meticilina. Entretanto, cepas
de S. aureus resistentes a meticilina, que ndo mostram resisténcia a outras classes de agentes
antimicrobianos, t€m sido isoladas em populacdes de pacientes internados e ambulatoriais.

* Se o resultado do teste de disco-difusdo for duvidoso para um possivel isolado de S. aureus resistente a
meticilina, ¢ indispensavel realizar testes confirmatorios adicionais, como o teste de triagem em agar
com sal de oxacilina-NaCl, descrito no documento M7—Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically do NCCLS.

* Os relatorios sobre o S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e os estafilococos coagulase-negativos
resistentes a meticilina devem classificar esses microorganismos como resistentes a todos os cefens ¢
outros agentes [B-lactdmicos (como amoxicilina-clavulanico, ampicilina-sulbactam, ticarcilina-
clavulanico, piperacilina-tazobactam e imipenem), independentemente dos resultados dos testes in vitro
com esses agentes. Isso deve-se ao fato de que a maioria dos casos documentados de infec¢des
resistentes a meticilina ndo tem respondido bem a terapia com agentes B-lactamicos, além de ndo haver
dados clinicos convincentes documentando a eficacia clinica desses agentes.

* Os isolados de estafilococos portadores do gene mecA, que produzem PBP2a, o produto do gene mecA,
devem ser classificados como resistentes a oxacilina.

7.1.2 Sensibilidade Reduzida a2 Vancomicina e Resisténcia a Vancomicina

Cepas de estafilococos coagulase-negativos com resisténcia intermediaria e CIMs resistentes a vancomicina
¢ a teicoplanina tém sido descritas.®® A primeira ocorréncia de cepas de S. aureus com sensibilidade
diminuida & vancomicina (MICs de 4 a 8 ug/mL) foi relatada no Japdo em 1997'°, seguida, pouco tempo
depois, por relatos de cepas similares nos EUA e na Franga!'. Desconhece-se 0 mecanismo exato de
resisténcia que resulta nessas CIMs elevadas, embora provavelmente envolva alteragdes na parece celular e
hiperexpressdo das proteinas ligadoras de penicilina (PBPs, na sigla em inglés). Até esta data, essas cepas
de S. aureus parecem ter se desenvolvido a partir de MRSA.

O procedimento de disco-difusdo ndo diferencia as cepas com sensibilidade reduzida a vancomicina (MICs
de 4 a 8 pg/mL) das cepas sensiveis (CIM na faixa de 0,5 a 2 pg/mL), mesmo apos incubagdo por 24 horas!?.
Para reconhecer as cepas com CIM de 4 a 8 pg/mL para vancomicina, ¢ necessario realizar determinagdes da

CIM. O teste de triagem em é§ar para vancomicina, descrito para os enterococos, pode ser usado, com éxito,

para detectar esses isolados'’, incubando as placas durante 24 horas completas, a 35° C, embora seja

necessario confirmagdo pela CIM. O uso de uma cepa de controle de qualidade sensivel , como a S. aureus
ATCC® 29213, ¢ critico para garantir a especificidade. S6 quando forem publicados dados adicionais sobre a
prevaléncia ou significancia clinicas desses isolados, os laboratérios poderdo decidir examinar, com maior
cuidado, cepas de MRSA com CIMs elevadas contra vancomicina.

Em julho e outubro de 2002 foram publicados relatos sobre duas cepas de S. aureus com CIMs de 1024
pg/mL e 32 pug/mL. Ambas as cepas continham o gene vand similar ao encontrado nos enterococos'>!*.

Essas cepas puderam ser detectadas por meio de um teste de disco-difusdo, sendo que os halos de inibigdo
foram examinados usando luz transmitida, apds 24 horas completas de incubagdo, a 35° C.

7.2 Enterococos
7.2.1 Resisténcia a Penicilina/Ampicilina

Os enterococos podem ser resistentes a penicilina ¢ a ampicilina, devido a produgdo de proteinas de baixa
afinidade ligadoras de penicilina (PBPs) ou, com menos freqiiéncia, devido a produgao de B-lactamase. O
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teste de disco-difusdopode detectar, com precisdo, isolados com PBPs alteradas, mas ndo detectara, de
maneira confiavel, as cepas que produzem B-lactamase. Essas ultimas sdo raras, e a melhor maneira de
detecta-las € usando um teste de B-lactamase baseado em nitrocefin (ver a Se¢@o 8). Um teste positivo para
B-lactamase prediz a resisténcia a penicilina, bem como as amino-, as carboxi- e as ureidopenicilinas. Certos
enterococos resistentes a penicilina ou a ampicilina podem apresentar altos graus de resisténcia (i.e., CIMs >
128 pg/mL para penicilina ou CIMs > 64 pg/mL para ampicilina). O teste de disco ndo distinguird os
isolados com baixo grau de resisténcia daqueles apresentando alto grau de resisténcia. Os enterococos com
baixo grau de resisténcia (penicilina < 64 pg/mL ou ampicilina < 32 pg/mL) podem ser sensiveis a agdo
sinérgica dessas penicilinas em combinagdo com gentamicina ou estreptomicina (na auséncia de alto grau de
resisténcia) se forem ministradas altas doses de penicilina, enquanto que cepas com niveis mais altos
(penicilina >64 pg/mL ou ampicilina >32_pg/mL) podem ndo ser sensiveis ao efeito sinérgico desta
associagdo'>!®. Deve-se considerar pedidos médicos de determinagdo da CIM real para penicilina ou
ampicilina para amostras de enterococos isolados em sangue ¢ liquido céfalo-raquidiano.

7.2.2 Resisténcia a Vancomicina

A deteccao acurada dos enterococos resistentes a vancomicina pelo teste de disco-difusdo requer que as
placas sejam incubadas por 24 horas completas (ao invés de 16 a 18 horas) e que qualquer halo de inibigdo
ao redor do disco de vancomicina seja examinado cuidadosamente com luz transmitida para checar a
existéncia de pequenas colonias ou de um filme de crescimento dentro do halo de inibi¢do. Um resultado de
categoria intermediaria no teste de disco-difusdo deve ser verificado determinando-se a CIM da
vancomicina, conforme descrito no documento M7—AMethods for Dilution Antimicrobial Susceptibility
Tests for Bacteria That Grow Aerobically do NCCLS.

7.2.3 Alto Grau de Resisténcia a Aminoglicosideos

Um alto grau de resisténcia a aminoglicosideos indica que havera perda do sinergismo entre a combinagao
de uma penicilina ou um glicopeptideo com um aminoglicosideo para o isolado de enterococos.!®* Pode-se
usar discos especiais com altas concentragdes de gentamicina (120_pg) e estreptomicina (300 pg) para
verificar esse tipo de resisténcia. Nenhum halo de inibi¢do indica resisténcia ¢ halos > 10 mm indicam
auséncia de alto grau de resisténcia. As cepas que produzem halos entre 7 ¢ 9mm devem ser examinadas
usando um teste de triagem dilucional, conforme descrito no documento M7—~Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically do NCCLS. Consultar a tabela 3 para
o controle de qualidade utilizados para os discos especiais com alta concentragdo de aminoglicosideos. Nao
€ necessario testar outros aminoglicosideos, porque sua atividade contra os enterococos nao ¢ superior a da
gentamicina ou a da estreptomicina.

7.3 Bacilos Gram-negativos Produtores de 3-Lactamase de Espectro Ampliado

As B-lactamases de espectro ampliado (ESBLs) s3o enzimas resultantes de muta¢des nos genes mediadores
das B-lactamases plasmidiais comuns, como TEM-1, TEM-2 e¢ SHV-1. As ESBLs podem conferir
resisténcia as penicilinas, as cefalosporinas e ao aztreonam em isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Escherichia coli e alguns outros géneros da familia das Enterobacteriaceae geralmente
sensiveis a esses agentes'’. Algumas dessas cepas mostram halos de inibigdo menores que a populagio
normal sensivel, assim, podendo assim, ser classificadas como sensiveis pelos pontos de corte padronizados
para algumas cefalosporinas de amplo espectro ou aztreonam; ¢ possivel fazer a triagem dessas cepas para
determinar seu potencial de produ¢do de ESBL usando os pontos de corte relacionados no quadro no final
da tabela 2A. Outras cepas podem produzir resultados intermediarios ou resistentes a um ou mais agentes
antimicrobianos, de acordo com os pontos de corte padronizados. Em todas as cepas com ESBLs, os
didmetros dos halos de inibi¢do de uma ou mais cefalosporinas de espectro ampliado ou aztreonam devem
aumentar na presen¢a de acido clavulanico (ver o quadro de ESBLs no final da tabela 2A). Para todas as
cepas produtoras de ESBL, o resultado do teste deve ser interpretado e relatado como resistente a todas as
penicilinas, as cefalosporinas e ao_aztreonam. A tabela 1 apresenta as recomendagdes relativas a relatorios e
testes adicionais atualmente vigentes ¢ o quadro localizado no final da tabela 2A, os testes de triagem e
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confirmatdrios para ESBL.

8. Testes de 3-Lactamase
8.1 Finalidade

Um teste rapido de B-lactamase pode prover informacdes clinicas relevantes mais rapidamente que os
resultados de um teste de disco-difusdo em para Haemophilus spp., N. gonorrhoeae, ¢ Moraxella
catarrhalis; é o unico teste confiavel para a detec¢do de Enterococcus spp. produtor de B-lactamase.

Um resultado positivo para -lactamase prediz:

* resisténcia a penicilina, a ampicilina e a amoxicilina em Haemophilus spp., N. gonorrhoeae e M.
catarrhalis; e

» resisténcia a penicilina, assim como as amino-, as carboxi- e as ureidopenicilinas em estafilococos e
enterococos.

Um teste de B-lactamase negativo ndo afasta a possibilidade de resisténcia aos B-lactdmicos resultante de
outros mecanismos. N2o se recomenda testar membros das Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. e outros
bacilos gram-negativos aerdbicos, porque os resultados podem nao predizer sensibilidade aos B-lactamicos
mais freqlientemente usados na terapia.

8.2 Selecao de um Teste de 3-Lactamase

Os testes baseados em nitrocefin sdo o método de preferéncia para testes de Haemophilus spp., N.
gonorrhoeae, M. catarrhalis, estafilococos e enterococos.!® Os testes acidimétricos de B-lactamase tém
produzido, em geral, resultados aceitaveis para Haemophilus spp., N. gonorrhoeae ¢ estafilococos. Os testes
iodométricos podem ser usados para testar N. gonorrhoeae, mas apenas os testes baseados em nitrocefin
devem ser usados para testar M. catarrhalis."’

A deteccdo acurada da producdo de B-lactamase por estafilococos pode exigir a inducdo da produgdo da
enzima e incubagdo de um teste baseado em nitrocefin durante até uma hora. A inducdo pode ser realizada
facilmente testando uma amostra isolada da margem do halo de inibi¢éo do disco de oxacilina. E necessario
cuidado no uso desses ensaios, de maneira a assegurar resultados acurados, incluindo testes de cepas de
controle conhecidas positivas e negativas quando os isolados clinicos forem examinados.

9. Interpretacio dos Resultados dos Testes de Disco-Difusao

9.1 Padroes de Interpretacio do Diametro dos Halos

As tabelas 2A a 21 indicam os critérios de interpretagdo do didmetro dos halos de inibicdo de maneira a
classificar com precisdo os niveis de sensibilidade dos organismos a diversos agentes antimicrobianos. Para
a maioria dos agentes, essas categorias foram desenvolvidas comparando, inicialmente, os didmetros dos
halos as CIMs de um grande nimero de isolados, incluindo aqueles com mecanismos de resisténcia
conhecidos e relevantes para a classe especifica de droga antimicrobiana. Posteriormente, estas CIMs e os
diametros dos halos correlacionados foram analisados em relagdo a farmacocinética da droga em regimes
terapéuticos normais. A seguir, sempre que possivel, os critérios interpretativos determinados in vitro foram
analisados em relagdo a estudos de eficacia clinica no tratamento de patdgenos especificos, conforme
apresentado no documento M23— Development of In Vitro Susceptibility Testing Criteria and Quality
Control Parameters do NCCLS.

9.2 Categorias Interpretativas
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9.2.1 Sensivel

A categoria “sensivel” significa que uma infeccdo por uma determinada cepa pode ser tratada
adequadamente com a dose do agente antimicrobiano recomendada para esse tipo de infecgdo e patogeno,
exceto quando contra-indicado .

9.2.2 Intermediaria

A categoria “intermediaria” inclui isolados com CIMs do agente antimicrobiano que se aproximam de
niveis sangiiineos e tissulares atingiveis e para os quais as taxas de resposta podem ser inferiores aquelas
apresentadas por isolados sensiveis. A categoria “intermediaria” implica eficacia clinica nos sitios
corporeos, onde as drogas se concentram fisiologicamente (ex., quinolonas e B-lactdmicos na urina) ou
quando for possivel utilizar uma dosagem maior da droga que a normal (ex., B-lactamicos). Essa categoria
também inclui uma zona-tampao, a qual deverd impedir que pequenos fatores técnicos ndo sujeitos a
controle causem discrepancias importantes na interpretagdo, especialmente no caso de drogas com pequenas
margens de farmacotoxicidade.

9.2.3 Resistente

As cepas “resistentes” ndo sdo inibidas pelas concentragdes sistémicas dos agentes antimicrobianos
geralmente atingiveis nos regimes terapéuticos habituais; e/ou podem ter os_diametros do halo de inibigdo
dentro de uma faixa de maior probabilidade de ocorréncia de mecanismos especificos de resisténcia
microbiana (ex., B-lactamases), além de a eficacia clinica ndo ter sido confidvel nos estudos terapéuticos.

9.3 Pontos de Corte Equivalentes a CIM

Os diametros dos halos de inibigdo nos testes de disco-difusdo estdo inversamente correlacionados as CIMs
dos testes de dilui¢do padronizados. As tabelas 2A a 2I relacionam os pontos de corte das CIMs que
correspondem aos critérios interpretativos dos diametros dos halos de inibi¢do. Esses correlatos das CIMs se
baseiam em comparagdes entre os didmetros do halo e as CIMs e, em geral, sdo idénticos aos critérios
interpretativos das CIMs definidos no documento M7—~Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility

Tests for Bacteria That Grow Aerobically do NCCLS. Pode haver algumas pequenas discrepancias devidas
a diferencas técnicas nas bases de dados originais.

10. Controle de Qualidade

10.1 Finalidade

A meta do programa de controle de qualidade ¢ monitorar os seguintes elementos:
» precisdo (e reprodutibilidade) e acuracia dos testes de sensibilidade;

» desempenho dos reagentes usados nos testes; e

» desempenho das pessoas que realizam os testes ¢ fazem a leitura dos resultados.

A melhor maneira de alcangar essa meta depende de, embora sem limitar-se a, testes de cepas de controle de
qualidade com sensibilidade conhecida aos agentes antimicrobianos a serem testados.

10.2 Cepas de Referéncia para o Controle de Qualidade

Para controlar a precisdo (reprodutibilidade) e acuracia dos testes de disco-difusdo, é necessario dispor de
varias cepas de controle de qualidade, obtidas de fonte confidvel. As cepas de controle de qualidade
recomendadas incluem as seguintes.
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Enterococcus faecalis ATCC® 29212;

»  Escherichia coli ATCC® 25922;

»  Escherichia coli ATCC® 35218;
Haemophilus influenzae ATCC® 49247;
Haemophilus influenzae ATCC® 49766;
Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603;

*  Neisseria gonorrhoeae ATCC® 49226;
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853;
Staphylococcus aureus ATCC®25923; and
Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619.

Escherichia coli ATCC® 35218 é recomendada apenas como cepa controle para combinagdes de inibidores
das B-lactamases, como aquelas contendo acido clavulanico, sulbactam, ou tazobactam.

Enterococcus faecalis ATCC® 29212 (ou, alternativamente, Enterococcus faecalis ATCC® 33186) ¢
recomendada para o monitoramento da presenga, no dgar Miieller-Hinton, de niveis inaceitaveis de timidina
para os testes com trimetoprim ou sulfonamidas.

Enterococcus faecalis ATCC® 29212 também ¢ utilizado para controlar discos com altas concentragdes de
aminoglicosideos (Tabela 3).

Haemophilus influenzae ATCC® 49247 ¢ um organismo ndo produtor de B-lactamase, resistente a
ampicilina. Haemophilus influenzae ATCC® 49766 é um organismo sensivel a ampicilina, mas_que confere
resultados mais reprodutiveis que a cepa de H. influenzae ATCC® 49247 para o controle de determinados
3-lactdmicos.

Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603 é usada como controle nos testes de ESBL (Tabela 2A).

10.3 Armazenamento de Cepas de Controle de Qualidade

* As cepas de controle de qualidade devem ser testadas usando o teste padronizado de disco-difuséo,
descrito no presente documento, usando os mesmos materiais ¢ métodos empregados para testes de
isolados clinicos.

* No caso de armazenamento prolongado, essas culturas de referéncia devem ser mantidas a temperatura de
-20° C, ou menos, (de preferéncia a -60° C ou menos, ou em nitrogénio liquido) em meio estabilizador
adequado (ex., em caldo de soro fetal bovino a 50%, em caldo de soja triptica a 10-15% de glicerol
sangue ovino desfibrinado, ou leite desnatado), ou liofilizadas, sem risco significativo de alteracdo de sua
sensibilidade antimicrobiana.

* As culturas das cepas controle em uso devem ser armazenadas em agar de soja triptica (cepas nao
fastidiosas) ou em agar chocolate enriquecido (cepas exigentes), a temperatura de 2 a 8° C, fazendo-se
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uma subcultura toda semana durante, no maximo, trés semanas consecutivas. As culturas em uso devem
ser preparadas pelo menos mensalmente, a partir de culturas congeladas, liofilizadas, ou comerciais.

* Antes do teste, deve-se fazer subculturas das cepas em placas de agar, a fim de se obter colonias
isoladas. As culturas congeladas ou liofilizadas devem ser subcultivadas por duas vezes antes da
realizagdo dos testes de sensibilidade.

* As colonias sdo cultivadas ou suspensas para os testes de acordo com as técnicas recomendadas de
preparacédo de inoculos.

* A cultura das cepas de controle de qualidade pode ser usada para monitorar a precisdo
(reprodutibilidade) e acuracia do teste de disco, contanto que ndo ocorra mudanga significativa na
média do didmetro do halo de inibicdo que ndo possa ser atribuida a falha metodologica. Se um
resultado inexplicado sugere uma mudancga de sensibilidade inerente ao organismo, recomenda-se obter
uma cultura fresca da cepa de controle.

* Atencdo especial a manuteng@o do organismo (ex., subcultivos minimos) e a seu armazenamento (ex., -
60 °C ou menos) sdo particularmente importantes para as cepas de controle de qualidade E. coli ATCC
35218 e K. pneumoniae ATCC 700603, visto que tem sido documentada a perda espontanea do
plasmideo que codifica a -lactamase. Isso pode levar a resultados de controle de qualidade além dos
limites aceitaveis, como didmetros dos halos de inibigdo maiores para E. coli ATCC 35218 com as
penicilinas enzima-labeis (ex., ampicilina, piperacilina, ticarcilina) e dos halos de inibi¢do maiores para
K. pneumoniae ATCC 700603 com as cefalosporinas e aztreonam.

10.4 Limites de Controle de Qualidade do Diametro dos Halos

Os limites aceitaveis de didmetros do halo para fins de controle de qualidade para apenas um teste
(combinagdo de uma droga/um organismo) estdo relacionados nas tabelas 3 e 3A. O desempenho geral do
sistema de testes deve ser monitorado usando essas faixas por meio de testes das cepas controle apropriadas
todo dia em que o teste for realizado ou, caso tenha sido documentado desempenho satisfatorio semanalmente
(ver Secdo 10.5.2.1)

10.5 Freqiiéncia dos Testes de Controle de Qualidade (Reportar-se também ao Apéndice A.)
10.5.1 Testes Diarios

Quando os testes de controle de qualidade sdo efetuados diariamente, para cada combinagdo agente
antimicrobiano/organismo, 1 dentre cada 20 resultados consecutivos pode estar fora da faixa aceitdvel
(baseado em intervalos de confianca de 95%). Qualquer resultado que exceda o limite de 1 dentre 20 testes
consecutivos exigird acao corretiva (ver Secao 10.6).

10.5.2 Testes Semanais

10.5.2.1 Demonstrando Desempenho Satisfatorio para Conversdo da Freqiiéncia dos Testes de Controle de
Qualidade, passando de Diarios para Semanais

» Teste todas as cepas de controle pertinentes durante 20 a 30 dias consecutivos de teste ¢ documente os
resultados.

» Para passar a freqiiéncia dos testes de controle de qualidade de diarios para semanais, no maximo 1
dentre 20, ou 3 dentre 30 didmetros de halos de inibicdo para cada combinagdo agente
antimicrobiano/organismo pode estar fora dos limites aceitdveis de didmetro da zona que constam das
tabelas 3 e 3A.

10.5.2.2 Implementando Testes de Controle de Qualidade Semanais
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* Os testes de controle de qualidade podem ser realizados semanalmente ap6s ter documentado desempenho
satisfatorio (ver Secdo 10.5.2.1).

» Realize testes de controle de qualidade uma vez por semana e sempre que qualquer reagente do teste

(ex., um novo lote de agar ou um novo lote de discos do mesmo, ou de um outro, fabricante) for
mudado.

» Sempre que algum resultado dos testes semanais de controle de qualidade estiver fora da faixa aceitavel,
faz-se necessario implementar acao corretiva (ver Segao 10.6).

* Se um novo agente antimicrobiano for acrescentado, 0 mesmo deve ser testado durante 20 ou 30 dias
consecutivos de desempenho satisfatorio, documentado antes de passar para uma freqiiéncia semanal de
testes de controle de qualidade. Além disso, 20 ou 30 dias de testes serdo necessarios sempre que
houver uma mudanca importante no método de leitura dos resultados dos testes, como a conversdao de
mensuracao manual dos halos de inibigdo para a leitura automatizada.

10.6 Acao Corretiva

10.6.1 Resultado em Desacordo com o Controle Devido a um Erro Evidente

Se existir uma razdo evidente para o resultado fora dos padrdes, incluindo:

* uso do disco errado;

* uso da cepa de controle errada;

* contaminagdo evidente da cepa; ou

* uso inadvertido de condigdes ou temperatura de incubagao erradas,

documente a razdo do erro e teste novamente a cepa no dia em que o erro for observado. Se os resultados da
retestagem estiverem dentro dos limites, ndo sera necessario tomar qualquer outra medida corretiva.

10.6.2 Resultado em Desacordo com o Controle Devido a Erro Nao Evidente

10.6.2.1 Ac¢do Corretiva Imediata

Se ndo existir uma razdo evidente para o resultado fora dos padrdes, medidas corretivas imediatas serdo
necessarias.

» Teste a combinagdo agente antimicrobiano/organismo em questdo no dia que o erro for observado e
acompanhe os testes durante cinco dias consecutivos. Documente todos os resultados.

* Se as cinco mensuragdes de diametro da zona para a combinacdo agente antimicrobiano/organismo
estiverem dentro da faixa aceitavel, conforme definido nas tabelas 3 € 3A, ndo sera necessario executar
acdo corretiva adicional.

* Se qualquer das cinco mensuragdes de didmetro da zona estiver fora da faixa aceitavel, sera necessario
tomar medidas corretivas (ver Se¢do 10.6.2.2).

» Sera necessario continuar a realizar testes diarios de controle de qualidade até solucionar o problema.
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10.6.2.2 Ac¢do Corretiva Adicional

Quando agdo corretiva imediata ndo resolve o problema, é provavel tratar-se de um erro de sistema versus
um erro aleatorio. As seguintes fontes de erros mais comuns devem ser investigadas para certificar-se de
que:

» os didmetros de zona estdo sendo medidos e transcritos corretamente;

* o controle de turbidez ndo expirou, esta sendo armazenado corretamente, atende aos requisitos de
desempenho (ver Se¢do 4.3) e foi agitado corretamente antes de ser usado;

» todos os materiais usados estdo dentro do periodo de validade e armazenados a temperatura adequada;
* atemperatura e atmosfera da estufa sdo as corretas;

* outros equipamentos usados (ex., pipetas) estdo funcionado corretamente;

» os discos sdo armazenados sem umidade e na temperatura correta;

* ndo houve mudangas nas cepas de controle, nem elas estdo contaminadas;

» as suspensdes de inoculo foram preparadas e ajustadas corretamente; e

* 0 inodculo para o teste foi preparado a partir de uma placa incubada pelo periodo adequado, que ndo
ultrapassou mais de 24 horas.

Poderd ser necessario obter uma nova cepa de controle de qualidade (seja do congelador onde esta
armazenada ou de uma fonte confiavel) e novos lotes de materiais (incluindo novo controle de turbidez),
possivelmente de outros fabricantes. Se o problema parece estar relacionado com um determinado
fabricante, ele deve ser contatado. Também ¢ util trocar cepas de controle de qualidade e materiais com
outro laboratorio que use o mesmo método. Até que o problema seja resolvido, podera ser necessario usar
um método alternativo de teste.

Quando o problema tiver sido resolvido, a fim de voltar ao esquema de testes semanais de controle de
qualidade, é imprescindivel documentar desempenho satisfatorio durante outros 20 ou 30 dias consecutivos
(ver Secdo 10.5.2.1).

10.7 Relatando os Resultados Quando Ocorrem Testes Fora do Padrao

Sempre que ocorrer um resultado fora do padrao ou for necessario tomar uma medida corretiva, serd preciso
avaliar, cuidadosamente, se os resultados dos pacientes devem ser relatados individualmente, considerando
que a fonte de erro, quando conhecida, pode afetar relevantemente estes resultados. As opgdes a serem
consideradas incluem suprimir os resultados de um determinado agente antimicrobiano; revisar,
retrospectivamente, os dados do paciente ou os dados acumulados para padrdes incomuns; e usar uma
metodologia alternativa, ou um laboratoério de referéncia, até resolver o problema.

10.8 Verificacao dos Resultados Clinicos

Diversos parametros dos testes sdo monitorados quando se adotam as recomendac¢des de controle de
qualidade descritas nesta Norma. Entretanto, resultados aceitaveis derivados dos testes de cepas de controle
de qualidade ndio garantem resultados acurados nos testes de isolados clinicos. E importante revisar todos os
resultados obtidos, de todas as drogas testadas, num isolado clinico antes de liberar os resultados. Isso
inclui, sem se limitar a, assegurar-se de que: 1) os resultados de sensibilidade antimicrobiana sdo coerentes
com a identificacdo do isolado; 2) os resultados de agentes individuais com uma classe especifica de drogas
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acompanham a hierarquia estabelecida pelos padrdes de atividade (ex., as cefalosporinas de terceira geragdo
sdo mais ativas que as cefalosporinas de primeira e segunda geragdo contra as Enterobacteriaceae); e 3) o
isolado ¢ sensivel aqueles agentes para os quais ainda ndo foi documentada resisténcia (ex., vancomicina e
Streptococcus spp.) e para os quais o Unico critério interpretativo na Norma M100 é o de “sensivel”.

Os resultados incomuns ou incoerentes devem ser verificados checando os seguintes elementos: 1) erros de
transcri¢do; 2) contaminagdo do teste (verificar novamente a pureza das colonias, etc.); ¢ 3) resultados
anteriores daquele paciente (ex., Esse paciente teve anteriormente um antibiograma incomum com 0 mesmo
isolado?). Se ndo for possivel descobrir a causa do resultado incomum ou incoerente, sera necessario repetir
o teste de sensibilidade ou a identificagdo do microorganismo, ou ambos. E uatil, algumas vezes, usar uma
metodologia alternativa para repetir o teste. A tabela 4 da Norma M100 apresenta uma lista de resultados
que_necessitam de verificagdo. Cada laboratorio deve desenvolver suas proprias politicas de verificacdo de
resultados incomuns ou incoerentes de testes de sensibilidade antimicrobiana. Essa lista deve enfatizar
aqueles resultados que podem ter um impacto significativo no tratamento do paciente.

11. Limitacoes dos Métodos de Disco Difusao

11.1 Aplicacio aos Varios Grupos de Organismos

Os métodos de disco-difusdo descritos neste documento foram padronizados para testes de patdogenos de
crescimento rapido, que incluem Staphylococcus spp., Enterococcus spp., as Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa, Acinetobacter spp. € V. cholerae, e foram modificados para testes de alguns organismos
fastidiosos, como Haemophilus spp., N. gonorrhoeae ¢ os estreptococos. Para os organismos excluidos das
tabelas 2A a 21 (ex., Campylobacter, Corynebacterium spp., Bacillus spp.), os estudos ainda sdo
insuficientes para desenvolver normas reprodutiveis definitivas para interpretar os resultados. Esses
organismos podem exigir meios e atmosferas de incubagdo diferentes, ou mostram variagdes acentuadas na
taxa de crescimento entre as cepas. Para esses microorganismos, recomenda-se consultar um especialista em
doengas infecciosas para determinar se ha necessidade de realizar testes de sensibilidade, bem como para
interpretar os resultados. Os relatorios publicados na literatura médica e as recomendagdes consensuais em
vigor sobre a terapia indicada para microorganismos incomuns podem afastar a necessidade de testes. Se
necessario, um método de dilui¢do sera, em geral, o mais apropriado, e isso pode exigir que o organismo
seja enviado a um laboratorio de referéncia.

11.2 Resultados Nao Confiaveis

Podem ocorrer resultados enganosos perigosos quando certos agentes antimicrobianos sdo testados e
relatados como sensiveis contra organismos especificos. Essas combinagdes incluem os seguintes, embora
possam nao se limitar aos mesmos:

» cefalosporinas e aminoglicosideos de primeira e segunda geracdo contra Salmonella e Shigella spp.;

* todos os agentes antimicrobianos B-lactdmicos (excetuando-se oxacilina, meticilina e nafcilina) contra
estafilococos resistentes a meticilina;

» cefalosporinas, aminoglicosideos (excetuando-se testes para deteccdo do alto grau de resisténcia),
clindamicina e sulfametoxazol/trimetoprim contra enterococos; e

» cefalosporinas contra Listeria spp.
11.3 Surgimento de Resisténcia

Alguns agentes antimicrobianos estdo associados com o surgimento de resisténcia durante cursos
prolongados de tratamento. Assim, os isolados inicialmente sensiveis podem se tornar resistentes apos o

inicio do tratamento. Isso acontece nos trés ou quatro primeiros dias, com mais freqiiéncia em Enterobacter,

Uma Norma Global Consensual do NCCLS. ©NCCLS. Todos os direitos estéo reservados. 46



Citrobacter e Serratia spp. com as cefalosporinas de terceira geracdo; em P. aeruginosa com todos os
agentes antimicrobianos; e nos estafilococos com as quinolonas.

Em certas circunstancias, justifica-se a repeticdo dos testes antes mesmo dos trés ou quatro dias iniciais,
sendo que a decisdo de retestar s6 exige conhecimento da situacdo especifica e da gravidade da condigdo
clinica do paciente. As diretrizes laboratoriais relativas a repeticdo dos testes devem ser definidas apos
consulta ao corpo clinico.
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Apéndice A. Fluxograma do protocolo de controle de qualidade

Protocolo de teste diario de controle de qualidade da disco difusao

Teste didrio (segio 10.5.1)
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Apéndice A. {Continuagdo)

Protocolo de teste diario de controle de gqualid ade da disco difusao

Demonstrandn desermpenho Satisfatario
{gepan 10.5.2.1)

+
=1 dentre 20 ou < 3 dentre 30
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+
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LSueildlidlidio
Investigar
possiveis
fontes
de erro

Os procedimentos consensuais do NCCLS incluem o processo de recurso descrito, detalhadamente,
na Secao 0 dos Procedimentos Administrativos. Para mais informacées, favor contactar os
Escritorios Executivos ou visitar nosso website em www.nccls.org.

Resumo dos Comentarios e Respostas do Subcomité

M2-A7: Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard—
Seventh Edition

Geral

1. Estou procurando diretrizes relativas a freqii€ncia 6tima para repeticdo de testes de sensibilidade em
isolados bacterianos obtidos do mesmo paciente sitio corporeo. As normas M100-S9 apontam, na
nota de rodapé n° 2, dois organismos/combinagdes antimicrobianas (Staphylococcus spp. versus as
quinolonas e Enterobacter, Citrobacter, e Serratia spp. versus os cefens) como possiveis objetos de
repeticdo de testes de susceptibilidade até trés ou quatro dias apos o inicio da terapia, mas nao
fornecem quaisquer recomendagoes gerais para a repeticdo do teste de susceptibilidade. Ha qualquer
outra informagdo disponivel sobre essa questdo?

* Conforme colocado na Secio 11.3, “Alguns agentes antimicrobianos estio associados com o
surgimento de resisténcia durante terapia prolongada. Portanto, isolados inicialmente sensiveis
podem se tornar resistentes apés o inicio da terapia. Isso ocorre nos trés ou quatro primeiros
dias, mais freqiientemente em Enterobacter, Citrobacter e Serratia spp. com as cefalosporinas de
terceira geracdo; em P. aeruginosa com todos os agentes antimicrobianos; e nos estafilococos com
as quinolonas.” Relutamos em definir o nimero de dias antes de se repetir o teste porque sabemos
que nio retestar um isolado pode levar a um grave erro médico. Em certas circunstancias, o teste
pode ser repetido antes dos trés ou quatro dias, com base na situacgao especifica e na gravidade da
condicdo clinica do paciente. As diretrizes laboratoriais sobre quando repetir o teste de
sensibilidade devem ser determinadas apods consulta com o corpo clinico. Ao gerar antibiogramas,
os resultados dos retestes devem ser excluidos, conforme recomendado pela Norma M39 do
NCCLS — Analysis and Presentation of Cumulative Antimicrobial Susceptibility Test Data.

2. Examinando o documento sobre a padronizagao do teste de sensibilidade a antimicrobianos por disco
difusdo publicado em janeiro de 2000 (M2-A7), percebi que as instrugdes sobre o uso de sistemas
comerciais de preparo do indculo (ex., Prompt®) e gabaritos para a leitura do tamanho dos halos de
inibicao foram eliminadas. Poderia saber o significado desses usos terem sido eliminados e por que isso
aconteceu? Especificamente, gostaria de saber se essas praticas ndo sdo mais recomendadas (visto o
siléncio da NCCLS a esse respeito) e, se esse € o caso, por que. Usamos Prompt e os gabaritos desde
meados da década de 1980 e nunca tivemos problemas com controle de qualidade ou qualquer outra
coisa.

* O subcomité concorda que, uma vez que os sistemas comerciais de preparacao de inéculo nao
tenham sido avaliados em qualquer estudo revisado por este subcomité, ndo poderiamos
recomendar seu uso. Entretanto, o laboratoério pode realizar uma avaliacdo interna do método
para determinar sua equivaléncia ao método de referéncia para o preparo do inéculo. Quanto
ao uso de gabaritos, queriamos incentivar a leitura e o registro dos didmetros reais dos halos de
inibi¢do, 0 que é impossibilitado pelo o uso de gabaritos. Além disso, a mudanca nos critérios
interpretativos do M100 néio pode ser atualizada nos gabaritos a todo momento.

Secdo 4.1.4 ¢ Tabela 3
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3. Nosso laboratorio recebeu uma falta de Fase Il durante uma inspecdo do CAP devido a termos
interrompido os testes de E. faecalis 29212 com Sulfametoxazol/Trimetropim para niveis baixos de
timidina como referéncia a Nota 1 da Tabela 3 da M100-S12 (disco difusdo). Nossa interpretagdo da
Nota 1 € que esse teste ndo é mais necessario, embora seja sempre uma opgdo. Nossa interpretagdo é
correta ¢ descontinuar os testes para E. faecalis 29212 ¢é apropriado?

« Os atuais lotes de agar Mueller-Hinton estio essencialmente livres de timidina e timina. O
protocolo do M6-A—Protocols for Evaluating Dehydrated Mueller-Hinton Agar usado pelos
fabricantes do agar Miieller-Hinton determina que os meios aceitaveis (e, conseqiientemente,
rotulados ‘testado pelo protocolo M6) devem ser checados para esse componente. Portanto, a
necessidade de testar os atuais lotes nio é tao critica quanto costumava ser. Na nova redacio, a
M2 (Secao 4.1.4), Tabela 3, determina que o teste de E. faecalis ATCC 29212 ou E. faecalis ATCC
33186 contra Sulfametoxazol/Trimetropim é opcional, mas deve ser considerado se ocorrerem
problemas de controle de qualidade com os outros organismos ao testaras sulfonamidas ou
trimetropim.

Secdo 5.2

4. Estamos implementando suas normas para os testes de sensibilidade bacteriana por disco-difusdo
(M2-A6), como muitos outros laboratérios no Reino Unido, mas estamos tendo problemas com a
inoculagdo das placas (Se¢do 5.2). Anteriormente, usdvamos a bandeja rotativa para semea-las, que
acreditamos oferecer uma melhor defini¢do dos halos de inibicdo. Essa norma proibe o uso destes
dispositivos? E, se esse for o caso, qual € o raciocinio subjacente?

* Como toda variacdo de um método padronizado (ver o comentario 2), para determinar a
equivaléncia do uso da bandeja rotativa na inoculacdo rotineira em trés planos da placa de
disco-difusao, o laboratoério pode realizar estudos que mostrem que este método de inoculagiao é
equivalente e que as faixas de controle de qualidade estao dentro dos limites esperados.

Secdo 6.5.1

5. Na Norma M7-AS, Secao 9.2.1 (M2-A7, Se¢do 6.5.1), o NCCLS recomenda a determinagdo da CIM para
E. faecium (recuperado de sangue ou liquido céfalo-raquidiano) para ampicilina e penicilina. Isso ¢ feito
para testar possivel sinergismo com os aminoglicosideos. Nao consigo achar isso na Norma M100-S11.
Esta recomendacdo ainda ¢é valida?

*+ Na Norma M2-AS8, continuamos a sugerir que, no caso de cepas de E. faecium resistentes a
penicilina ou a ampicilina, pode ser apropriado determinar as CIMs reais, uma vez que as
cepas com CIMs para penicilina <64 pg/mL ou CIMs para ampicilina <32 pg/mL podem
responder ao tratamento com uma combinacio de B-lactimico + aminoglicosideo, quando néao
ha um alto grau de resisténcia aos_aminoglicosideos. Entretanto, uma vez que isso ¢ uma etapa
opcional, que pode valer a pena somente em raras circunstincias, quando solicitado por um
infectologista tratando de um paciente com infec¢io grave, acreditamos ser apropriado
menciona-lo apenas no texto e ndo nas tabelas. O teste pode ser realizado usando uma
metodologia dilucional como diluicio em agar ou microdilui¢do em caldo.

Tabelas

6. Entendemos que existem padronizacbes atuais para testar Pseudomonas aeruginosa,
Stenotrophomonas maltophilia e Acinetobacter spp., mas ndo sabemos se ha padronizagdes_para
quaisquer outros membros desse grupo. Temos considerado varias opgdes para os testes de
sensibilidade desses organismos incomuns, da seguinte maneira.

1. Declarar que nio existem padronizagdes dos testes de sensibilidade para estas espécies e que,
portanto, ndo ¢ possivel realiza-los.
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2. Fazer a determinagdo da CIM em caldo e informar os resultados sem interpretagdo S, I, R,
anexando um comentario sobre a indisponibilidade de um teste de referéncia validado em uso e o

fato de que os dados de sensibilidade ndo se correlacionam necessariamente a resposta clinica.
3. Enviar o isolado a um laboratorio de referéncia.

* SO existe metodologia para testes de disco-difusio para bacilos gram-negativos, nao-
fermentadores de glicose e nio-exigentes como, P. aeruginosa e Acinetobacter spp. Além disso,
acrescentou-se um comentario geral a Tabela 2B no sentido de que é possivel testar isolados de P.
aeruginosa provenientes de pacientes de fibrose cistica, mas que pode ser necessario incuba-los
por até 24 horas. O subcomité esta trabalhando atualmente nos comentarios para o teste por
disco-difusdo de ambos S. maltophilia e B. cepacia. Enquanto isso, esses organismos (e outros
pertencentes a este grupo) podem ser testados por um método dilucional e os resultados,
interpretados usando os pontos de corte indicados para outras ndo-Enterobacteriaceae fornecidos
na Tabela 2B da Norma M7 (ver o comentario geral 1 nessa tabela).
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M11-AS
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M29-A2

NRSCLS-A

Clinical Laboratory Technical Procedure Manuals; Approved Guideline—Fourth
Edition (2002). Esta norma descreve o desenho, a preparagdo, a manutengao ¢ o uso de
manuais técnicos de procedimentos (tanto formato eletronico como impresso) para uso pela
comunidade de laboratoérios de patologia clinica.

Protocols for Evaluating Dehydrated Mueller-Hinton Agar; Approved Standard
(1996). Este documento descreve os procedimentos para a avaliagdo de lotes de produgdo
de agar Mueller-Hinton, bem como o desenvolvimento e a aplicagdo de meios de
referéncia.

Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow
Aerobically; Approved Standard—Sixth Edition (2003). A Norma M7-A6 discute os
métodos de referéncia usados na determinagdo das concentragdes inibitorias minimas
(CIM) de bactérias aerobicas por meio de macrodilui¢do em caldo, microdiluicdo em caldo
e diluicdo em agar.

Methods for Antimicrobial Susceptibility Testing of Anaerobic Bacteria; Approved
Standard—Fifth Edition (2001). Esta norma fornece métodos de referéncia para a
determinagdo das concentragdes inibitorias minimas (CIMs) de bactérias anaerdbicas por
meio de macrodiluicdo em caldo, microdiluicdo em caldo e dilui¢do em agar.

Development of In Vitro Susceptibility Testing Criteria and Quality Control
Parameters; Approved Guideline—Second Edition (2001). Este documento define os
dados exigidos e recomendados para a selecdo de padroes apropriados de interpretagdo e as
diretrizes de controle de qualidade para os agentes antimicrobianos.

Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections;
Approved Guideline—Second Edition (2001). Este documento fornece orientagdo sobre
os riscos de transmissdo das hepatites virais e do virus da imunodeficiéncia humana no
contexto do laboratério; precaugdes especificas para a prevencdo da transmissdo
laboratorial de infecgdes transmitidas pelo sangue através de instrumentos e materiais de
laboratério; e recomendacdes para a conduta em casos de exposi¢do a microorganismos
transmitidos pelo sangue.

Terminology and Definitions For Use in NCCLS Documents; Approved Standard
(1998). Este documento fornece defini¢des padronizadas para o uso das normas ¢ diretrizes
do NCCLS e para a apresentagdo de métodos e materiais de referéncia candidatos a adogdo
pelo Sistema Nacional de Referéncia para Laboratorios Clinicos.

1 . ~ .
Documentos propostos e tentativos estdo sendo apresentados através do processo consensual do NCCLS;
portanto, os leitores deverao se reportar as edigbes mais recentes.
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