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1- SENSIBIODISC — CECON
Discos de Sensibilidade Bacteriana para Antibiograma Completo (Frascos ou Polidiscos)
Produzidos de acordo com os parametros estabelecidos pelo BrCAST e CLSI

2- Finalidade

O método da difusdo em agar através de discos impregnados com antibacterianos é empregado no laboratério
para dar ao médico uma orientago terapéutica “in vitro”.

O antibiograma € recomendado para microrganismo de crescimento rapido, por exemplo: Enterobactérias,
Pseudomonas spp, Staphylococcus spp, alguns Streptococcus, etc...

3- Principio de acéo.

O método utilizado é o recomendado é o de Kirby Bauer atualizado.

Basicamente sdo discos de papel impregnados com antibiéticos e que sdo aplicados sobre superficies de agar
inoculados com os microrganismos em estudo. Estas placas sdo incubadas em estufa permitindo ao antibiético
se difundir inibindo ou ndo o crescimento bacteriano.

A sensibilidade ou resisténcia ao antibidtico se traduzird na produgdo de um halo de inibicdo que podera ser
medido com régua ou paquimetro.

4- Relacé@o dos componentes e apresentacao.

Frasco com silica gel (desumidificante e detector de umidade), espuma, rolha butilica reversivel (para dificultar a
entrada de ar e umidade) e 50 discos de papel (didmetro 6,35 mm) impregnados com antibi6tico na concentracéo
especificada segundo normas dos drgdos: CLSI, FDA e Farmacopéia Brasileira, BrCAST ou embalagem com
polidisco (12 antibiodicos diversos) ou estojo com 12 frascos (série urindria, gram positiva e gram negativa) e
estojo com 24 antibi6ticos.

5- Relacé@o de Materiais para a realizacdo do teste ndo fornecidos.
a) Meios de cultura apropriados aos microrganismos.
. Na preparacédo do inéculo.

Para organismos ndo exigentes em geral — utilizar Peptona Caseina Soja (TSB).

Para organismos exigentes — utilizar Mueller Hinton Caldo (MHB).

. Na preparacdo da placa.

Para bactérias em geral — utilizar meio padrdo Mueller Hinton Agar (MHA).

Para bactérias fastidiosas utilizar Mueller Hinton Agar (MHA) + 5% de sangue de cavalo + 20mg/L de B-nad
desfibrinado CECON e temperaturas adequadas descritas nos documentos BrCAST

b) Placas de Petri, tubos de ensaio, swbs, pipetas e solucdo fisioldgica todos estéreis.

c) Pinca, alga de platina e bico de Bunsen (ou similar).

d) Tubo 0,5 da Escala de MacFarland - CECON para comparacgao da turbidez do indculo (método Kirby
Bauer).

e) Estufa de 35° a 37°C.

f) Régua ou paquimetro.

6- Condicbes de armazenamento e transporte.

. Os frascos (ou polidiscos) em uso devem ser mantidos em temperatura abaixo de 8°C

. Os frascos (ou polidiscos) em estoque poderao ser colocados em freezer.

. A estabilidade do antibidtico permanece inalterada se as embalagens permanecerem intactas (Os frascos
com vacuo e fechados) permanecerem a 38°C por até 15 dias (em isopor).

. Apobs a primeira abertura dos frascos, se ndo for feito vacuo, consumir os discos num prazo maximo de
60 dias, mantidos em geladeira.

. No transporte ndo ha necessidade do uso de gelo.

7- Descricdo das precaugdes e cuidados no manuseio do produto.

. Somente para uso diagndstico “in vitro”.

o Né&o comer, beber ou fumar na &rea onde vai ser realizado o teste.
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Usar luvas e avental quando for manusear o produto.

Lavar as maos antes e ap0s 0 manuseio do produto.

Né&o pipetar com a boca.

Evitar contaminacdo microbiana dos reagentes quando utilizar os frascos do produto.

Usar pipetas esterilizadas e pipetas com filtros.

Trabalhar sempre préximo ao bico de Bunsen.

Né&o usar o produto com a data de validade vencida.

Este produto deverd ser usado somente por técnico supervisionado por microbiologista qualificado ou
pelo proprio.

. Autoclavar a 121°C por trinta minutos todo o material contaminado usado no teste e somente depois
descartar.
. Para a limpeza e desinfec¢do do local de trabalho utilizar qualquer solugdo bactericida: alcool etilico ou

isopropilico a 65 — 85%, compostos quaternarios de amdnio, fenol a 0,5 — 5,0%, etc...

8- Orientacgdo e cuidado com a amostra bioldgica.

o O material bioldgico devera ter sido colhido antes da administracdo do antibidtico ou pelo menos 48h.
apos a Ultima dose (com exce¢do dos antibioticos de agdo prolongada).

. A amostra devera ter sido coletada corretamente e acondicionada adequadamente visando a sua
estabilidade e enviada o0 mais rapidamente possivel ao local do exame.

o Repicar o material logo para evitar a morte de organismos sensiveis & mudanca de temperatura e meio
ambiente.

9- Metodologia

9.1- Procedimento

a) Preparar e esterilizar 60mL de Mueller-Hinton Agar (MHA) e passar para uma placa de Petri de 150
mm de didmetro ou 25mL se a placa de Petri for de 90 mm de didmetro. Aguardar 30 minutos para uma
completa solidificacdo. Esta solidificacdo pode ser feita em estufa & 37°C para total evaporacdo das gotas de agua
de condensacdo formadas sobre a superficie do meio de cultivo.

Nota: Para organismos de dificil crescimento como Streptococcus spp, Gonococos spp, Haemophilus spp, 5%
de sangue desfibrinado de cavalo, carneiro, ou mesmo humano (se for isento de substancias inibidoras) pode ser
adicionado ao meio ¢ “achocolatado” quando for indicado.

b) Repicar com alca de repique em 5mL de meio de cultivo caldo MHB — (Mueller-Hinton Caldo), uma
quantidade ndo inferior a 3 col6nias idénticas do organismo a ser testado. Incubar o caldo inoculado por 2 a 8
horas a temperatura exigida pelo organismo (normalmente 35 — 37°C).

Nota: N&o usar organismos de cultivo misto pois o teste podera dar resultado completamente errado.

c) Acertar a turbidez do crescimento em caldo (MHB) comparando com a turbidez de uma solucéo de
sulfato de béario assim preparada: 0,5mL de cloreto de bario (BaCl,) a 1%, mais 99,5mL de uma solucéo de acido
sulfarico (H,SO,) a 1% (0,36N) —tubo 0,5 da Escala de MacFarland - CECON.

Nota: N&o usar o indculo obtido por crescimento durante uma noite (16 — 18h). Indculos obtidos desta forma
sdo densos e dao zonas de inibigdo pequenas. Por sua vez, indculos demasiadamente ralos déo zonas de inibi¢do
maiores que a normal.

d) Umedecer um “swab” no caldo inoculo pressionando-0 contra a parede do tubo para remover 0 excesso
de caldo, e esfrega-lo nas varias direcdes sobre a superficie do meio contido na placa. Entreabrir a tampa da
placa e deixar o esfregaco secar por 3 a 5 minutos.

e) Apbs preparar o esfregago, depositar os discos (ou os polidiscos) sobre a superficie inoculada com o
auxilio de uma pinga flambada e fria. Pressionar os discos para melhor aderéncia ao meio, mantendo-os a uma
distancia de aproximadamente 3 cm um do outro. Recomenda-se colocar apenas um antibacteriano de cada
grupo. Os Polidiscos sdo indicados para cada grupo.

) Apbs colocar os discos (ou Polidiscos), incubar a placa em posi¢do invertida, por uma noite (16 — 18 —
24 h) a temperatura (35 — 37°C) e atmosfera apropriadas, de acordo com o antibacteriano e o organismo em teste.
Nota: Leituras de 4 a 6 horas poderdo ser feitas em caso de emergéncia, mas leituras definitivas deverdo ser
feitas somente apds o tempo estipulado.

9) Proceder as leituras dos halos de inibicdo com o auxilio de uma régua ou paquimetro, e interpretar os
resultados de acordo com a tabela.
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“I”

Nota: Nao usar sinais para expressar os resultados. Usar as letras “S” para organismos sensiveis,
organismos de sensibilidade intermediaria e “R” para organismos resistentes.

Um halo de inibicdo maior que o outro ndo indica propriamente uma maior atividade do antibacteriano sobre o
organismo em teste. Outro fator tais como carga antibidtica, difusibilidade, etc., intervém na formacao dos halos.
Portanto deve ser utilizada a tabela recomendada na interpretacdo dos resultados.

para

Consideracdes gerais:

a) Na leitura dos halos de inibicdo poderdo ser observados alguns fendmenos como por exemplo, o
aparecimento do véu do Proteus dentro do halo de inibicdo que deve ser ingnorado.
b) No caso de vérias coldnias se desenvolverem dentro da zona de inibicdo, a pureza da cepa devera ser

investigada. Se apds esta observacdo as col6nias ainda persistirem, o fato devera ser comunicado juntamente
com o resultado enviado ao clinico.

c) O meio Mueller-Hinton Agar € o meio de cultivo mais recomendado, por oferecer melhores condi¢des
de crescimento aos principais patdgenos.
d) Na pradronizacdo do indculo deve-se agitar o tubo 0,5 da Escala de MacFarland e o tubo teste. A

observacdo da turvacdo deve ser feita mantendo os tubos lado a lado sobre um cartdo branco com linhas
horizontais pretas. De acordo com a nitidez na vizualizagdo das linhas deve-se acertar o indculo, diluindo com
salina estéril ou caldo reincubado ou adicionando mais coldnias.

e) Quando houver crescimento espagado na superficie do agar repetir a padronizacdo do inéculo e o teste.
f) Se houver presenca de poucas colonias na zona de inibi¢do, subcultivar e repetir o teste.

9) No caso de haver discreta resisténcia da oxacilina com estafilococos fazer a leitura apés 24 h usando luz
transmitida sendo significativo QUALQUER crescimento.

h) Discreta resisténcia dos enterococos a vancomicina: fazer leitura apds 24 h com luz transmitida sendo

significativo QUALQUER crescimento.

Limitagdes do teste de sensibilidade:
A interpretacdo dos resultados segundo a tabela recomendada se aplica aos organismos de crescimento rapido.
Organismos de crescimento lento requerem uma padronizacao a parte.

Interpretar a sensibilidade bacteriana de acordo com o documento atualizado disponivel no site
www.brcast.org.br: TABELA DE PONTES DE CORTE CLINICOS BrCAST

9.2- CONTROLE DE QUALIDADE

Toda vez que receber um lote novo do disco de antibacteriano o laboratério pode realizar o teste qualitativo de
controle de qualidade com cepas padrGes ATCC nas condi¢des do laboratério e interpretar os resultados usando
a tabela de controle atualizadas do BrCAST e CLSI.

10- Descrigdo das caracteristicas de desempenho do produto.
O método de Kirby Bauer usando os discos de antibiéticos é perfeitamente reprodutivel desde que a metodologia
seja seguida corretamente.
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Atendimento ao consumidor / contato do usuério com o fornecedor
CECON - Centro de Controle e Produtos Para Diagndsticos Ltda.
Rua Maranguape, 84 — Cep 05625-150

Fone: (011) 3743-6211 / Fax: (011) 3743-4394

Vila Sonia — S&o Paulo — SP

Farmacéutica Responséavel: Dra. Ana Paula Cotrim - CRF- SP n° 23.426.

Registro no M.S. n° 80564740018

Somente para uso diagndstico “in vitro”

Fabricado e Distribuido por:

CECON - Centro de Controle e Produtos para Diagndsticos Ltda.
Rua Maranguape, 84 — Cep 05625-150 — Vila Sonia — S&o Paulo — SP
Indstria Brasileira — CNPJ n° 46.273.637/0001-52

Fone: (11) 3743-6211 / FAX: (11) 3743-4394

e-mail: cecon@ceconsp.com.br

N° do lote, fabricacdo e prazo de validade: vide frasco.
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