Discos de Antibiograma OXOID

A linha de discos para antibiograma da OXOID conta com cerca de 200 itens com
diferentes antibidticos e concentragdes.

Selecao dos melhores reagentes, solucdes e antibidticos na fabricacao dos
discos

Padrao OXOID de qualidade

Limite de aceitacao de 90-125% (recomendacao FDA: 67-150%, WHO: 75-
135%)

Certificado de qualidade para cada lote de disco produzido

Embalagem desenvolvida para controle da umidade e estabilidade dos
antibidticos no disco

Disponibilidade de dispensadores de 6, 8 e 12 discos, bem como ejetores
para aplicacao individual dos discos nas placas

Codigo e concentracao do antibiotico escrito dos dois lados do disco,
evitando erros de leitura

Adequacdo as normas internacionais

Teste de suscetibilidade a antibidticos: Guia para a melhor pratica (link:
ArtigoCientificoAST.pdf)



Teste de Suscetibilidade a Antibioticos
Guia para a Melhor Pratica

Applenton, A’

Embora o teste de disco-

difusao seja facil de realizar,

hé dreas-chave que precisam

ser controladas:

— Condicoes de armazena-
mento do disco;

— Preparo do meio;

— Nivel de indculo;

— Condigdes de incubacdo.

Resultados precisos e re-

produtiveis se baseiam em

materiais de qualidade e
atencao a detalhes. 0 corpo
clinico precisa confiar nos
resultados dos testes prove-
nientes do laboratério, que
s0 podem ser conseguidos
a0 se adotar procedimentos
adequados.

Palavras-Chave: Teste de
Suscetibilidade.

Although the disc diffusion
test simple to perform, there
are key areas which need to
be controlled:

- Disc storage conditions

— Media manufacture

— [noculum level

— Incubation conditions,
Accurate and reproducible
results rely on quality mate-
rials and attention to detail.

Clinicians must have con-
fidence in laboratory test
results; these can only be
achieved by adhering gotten
to proper procedures.

Key Words: Sensitivity
Testing.

método de disco-difusao € um dos testes de sensibilidade a an-

tibidticos mais simples e utilizados nos laboratdrios clinicos. O

teste de disco-difusao é uma técnica extremamente flexivel com
uma grande variedade de antibidticos e concentra¢des disponiveis, que po-
dem ser facilmente intercambiadas se necessario. Este guia foi concebido
para ilustrar potenciais fontes de erro que podem surgir no teste e como
minimiza-las ao maximo.

O teste de disco-difusao nao somente categoriza microrganismos resis-
tentes, intermedidrios e suscetiveis por meio dos resultados quantitativos,
como também fornece uma indica¢ao visual de:

enivel do indculo;

epresenca de contaminacao;

eantagonismo e sinergismo entre antibidticos adjacentes;

eatividade B-lactamase.

Dispensador de discos
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Indicacdo Visual (controle/resultados)

Se o Agar Miieller-Hinton for o
meio de escolha, ele deve ser prepa-
rado para que seja compativel com a
CLSI M6-A2, que controla rigorosa-
mente muito dos fatores de variacao
do meio de cultura, como concentra-
¢ao de cations, pH, nivel de inibidores
de antibioticos. Se esses fatores nao
estiverem sob controle, os resulta-
dos obtidos podem ser altamente
afetados. Embora nao haja nenhum
padro internacional atual para Agar
[so-Sensitest ou Agar Diagnostic
Sensitivity Test, os usudrios devem se
assegurar de que seus fornecedores
se submetem a rigorosos sistemas
de qualidade para a fabricacao de um
produto confiavel, por exemplo, ISO
9001 e ISO 9002.

Uma vez que os produtos para
testes de suscetibilidade a antibioticos
estejam no laboratorio, eles devem ser
armazenados conforme as instrugoes
do fabricante, pois a variacao de tem-
peratura e umidade poderao causar
degradacao dos mesmos. Os protoco-
los de preparacao de meios de cultura

Embora o teste de disco-difusao seja simples de se realizar, para
obter resultados exatos e reprodutiveis, € necessario atencao e cuida-
do a detalhes, uma vez que mudangas relativamente pequenas nos
procedimentos de operacao podem afetar os resultados obtidos.

A consideracao inicial deve ser o investimento em produtos de
qualidade, utilizados para a realizacao do teste de suscetibilidade
antimicrobiana. Ha trés principais padroes internacionais sobre a
poténcia de antibidticos nos discos, sendo que nem todos os fabri-

ESPECIFICACAO FDA
ESPECIFICACAO WHO
ESPECIFICACAO DIN

cantes produzem de acordo com 0s mesmos padroes:

67-150% da concentracao determinada
75-135% da concentracao determinada
90-125% da concentracao determinada.

A OXOID produz os discos de acordo com a especificacao DIN, o

devem ser rigorosamente obedecidos,
pois um nuimero de fatores neste pro-
cesso pode influenciar no tamanho
das zonas de inibicao obtidas.

Profundidade de agar

Nos testes de sensibilidade, a
profundidade do dgar recomendada
¢ de 4 mm no centro da placa de
Petri (aproximadamente 25 ml para
uma placa de 90 mm).

Variacao na profundidade afetara
0s tamanhos das zonas de inibicao
- se 0 dgar estiver muito reduzido,
zonas maiores irao aparecer, uma
vez que o volume abaixou e a con-
centracao de antibidtico aumentou.
Se 0 agar estiver muito profundo,
zonas menores irao aparecer, devido
a diminuicao da concentracao de
antibiotico. Se o agar for intencio-
nalmente reduzido, entao pequenas
modificacdes em relacao a outros fa-
tores terao efeito desproporcional.

pH
O pH do meio apds o preparo

padrdo internacional mais rigoroso.

precisa estar dentro do nivel de varia-
cao estabelecida pelo fabricante - ele
¢, normalmente, proximo a neutro.
Se o pH estiver fora dos parametros
estabelecidos, os tamanhos das zo-
nas serao alterados, com o grau de
alteracao determinado pelo grupo
de antibioticos. Por exemplo, um au-
mento no pH causara diminuicao nas
zonas de penicilinas e quinolonas;
inversamente, 0 aumento de pH ira
incorrer em um aumento das zonas
de inibicao em relacao aos macrolide-
0s e aminoglicosideos. O pH deve ser
parte da rotina dos testes de controle
de qualidade para cada lote de meio
preparado. Meios que estao fora das
especificacoes do fabricante em rela-
¢ao ao pH nao devem ser usados em
testes de sensibilidade.

Armazenamento do meio de
cultura

Uma vez preparadas, as placas
contendo meios de cultura devem
ser armazenadas apropriadamente
a fim de ndo serem contaminadas



ou ficarem muito secas (por exemplo,
se 0s meios ficarem armazenados por
muito tempo ou proximos a sistemas
de ventilacao).

A umidade no meio tem um papel
importante na difusao do disco: quan-
do os discos de antibidtico sao aplica-
dos sobre agar, a umidade da placa é
absorvida, dissolvendo o antibidtico e
permitindo sua difusao no agar. Desta
forma, um nivel reduzido de umidade
impedird o fluxo do antibitico e re-
sultara em zonas menores.

Fornecedores de meios prontos
devem estabelecer uma data de va-
lidade em seus produtos. As placas
nao devem ser usadas depois desta
data. Os laboratdrios que preparam
seus proprios meios devem validar
suas condicoes de armazenamento.

Nivel do inéculo

0 nivel do indculo € um dos fato-
res mais importantes e variaveis nos
testes de suscetibilidade e tem um
significativo efeito no tamanho da
zona de inibicao obtida. O limite da
zona € determinado quando a massa
critica é atingida. Se o indculo estiver
pesado, a massa critica serd atingida
em menos tempo € a Zona serd menor.
Se o indculo estiver leve, a massa
critica levard mais tempo para se
desenvolver, o antibidtico se difunde
mais longe e uma zona maior € obti-
da. O nivel de indculo recomendado
para ser usado em testes de sensibi-
lidade varia entre os métodos padrao
e pode ter uma diferenca de até 100
diluicdes, dependendo do critério. Vale
ressaltar que cada indculo trabalhard
perfeitamente bem com o método pa-
drao e limites maximos (breakpoints)

Figura | Critério de Tamanho de Zona (mm)
Antibidtico CLSI DIN

0.5 McFarland  1: 100 dllmc;ﬁo de
Penicilina G 10 IU 26 - 37 35-45

Cartucho de discos

dados para aquele método.

0 impacto do nivel de indculo no
tamanho da zona € ressaltado ao se
comparar os parametros de controle
de qualidade para os varios métodos
padrao, como mostra a Figura 1,
onde a tnica varidvel é o nivel de
indculo. Ambos métodos (CLSI e DIN)
usam o Agar Miieller-Hinton com Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923.

E, portanto, fundamental se ado-
tar um nivel de indculo mais proxi-
mo possivel ao recomendado, uma
vez que o critério de interpretagao
do tamanho da zona de inibicao é
especifico para um nivel de indculo
e meio de cultura em particular. Tur-
bidimetros e referéncias de controle
de densidade estao disponiveis para

ajudar nesta drea, pois pequenas
variacoes aqui podem alterar signi-
ficantemente o resultado final.

Apds a inoculacao da placa, 0s
discos devem ser aplicados o0 mais
rapido possivel. Atrasos neste ponto
do teste dardao ao microrganismo
chance de comecar a replicar antes
do antibidtico ser aplicado, resul-
tando potencialmente em tamanhos
menores de zonas.

Armazenamento dos discos
0s discos de antibioticos devem
ser armazenados de acordo com
as instrucdes do fabricante, por
exemplo, entre -20°C e +8°C em re-
cipiente com lacre e dessecante. Car-
tuchos que nao estao sendo usados



zonas. Placas incubadas em grandes
pilhas terao uma ma transferéncia de
calor para o centro da mesma e, desta
maneira, os antibioticos se difundirao
antes que o teste chegue a tempe-
ratura, resultando potencialmente
em tamanhos maiores de zonas. Foi
demonstrado que uma placa em pra-
teleira de metal leva uma hora para
aquecer até 1°C da temperatura da
incubadora. Entretanto, cinco placas
empilhadas levam até quatro horas
para que a placa do centro alcance a
mesma temperatura.

Condicoes atmosféricas de
incubacao

As condicoes atmosféricas sob as
quais um microrganismo € incubado
também afetam o tamanho das zonas
de inibicao. Por exemplo, um Strep-
tococcus pneumoniae ou um Hae-
mophilus influenzae incubados em
aerobiose nao irao se desenvolver, e
dessa forma parecerao mais sensiveis
frente aos antibidticos. Entretanto,
incubando estes microrganismos em
CO, causard uma queda no pH, o que

afetard o tamanho das zonas em dife-
rentes graus (como ja discutido). Para
estes microrganismos fastidiosos, os
fatores de pH e taxa de crescimento
devem ser levados em conta quando
os limites maximos (breakpoints)
tiverem sido estabelecidos.

Temperatura de incubacao
As temperaturas de incubagao para
os métodos padrao sao estabelecidas
entre 35-37°C, que sao consideradas
ideais para a maioria dos patogenos
humanos. Se a temperatura for mais
baixa, a taxa de crescimento dimi-
nuird, resultando em aumento de
tempo para atingir a massa critica
ou confluéncia. Um aumento de
tempo para atingir a massa critica
aumentara a difusao dos antibidticos
e 0 tamanho de zona. Uma maior
temperatura de incubacao também
resultard em zonas menores, uma vez
que os microrganismos podem ficar
comprometidos em temperaturas ele-
vadas e os antibioticos se difundirao
mais facilmente devido a possiveis
alteragdes da viscosidade do dgar.

Controle de qualidade

A checagem do controle de
qualidade deve, de maneira ideal,
ser efetuada diariamente, a fim
de monitorar todos o0s aspectos
do teste de suscetibilidade: meio
(profundidade, pH, etc.), nivel de
indculo, integridade do disco de
antibiotico, temperatura e condi-
coes atmosféricas de incubagao.
O teste de controle de qualidade é
realizado com cépas de referéncia
(por exemplo, ATCC, NCTC), onde
se esperam resultados conhecidos.

Se os resultados estiverem fora dos
parametros esperados, isso indica
problemas potenciais com as amos-
tras do dia, uma vez que todos 0s
testes devem ser expostos as mesmas
condigdes. Razoes para esta falha
podem ser rapidamente pesquisadas
e solucionadas.

Microrganismos usados como
padrao de controle estao comercial-
mente disponiveis para proporcionar
aos laboratérios o uso de culturas
frescas para o controle de quali-
dade. Repetidas subculturas nos
procedimentos de controle podem
resultar em contaminagao e perda
do procedimento de controle.

Métodos padrao

Existem varios métodos padrao
disponiveis em diferentes regioes
geograficas. Os usudrios devem ve-
rificar regularmente as atualizacoes
dos métodos, uma vez que a metodo-
logia e o limite maximo (breakpoints)
venham a mudar. A introducao de
novos antibidticos pode ter um im-
pacto significante na interpretacao
dos resultados obtidos.
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Figura 2

Problemas devido & md utilizacdo de Dispensadores de Discos

devem ser armazenados fechados, em
suas embalagens originais, a fim de
prevenir o ingresso de umidade. Isto
é extremamente importante, pois se
sabe que a umidade € a maior causa
da degradacao dos antibioticos.

Cartuchos abertos devem ser
lacrados e resfriados no proprio
dispensador de discos ou em outro
recipiente especifico, quando nao
estiverem sendo usados.

0O dessecante na base dos dispen-
sadores de disco deve ser reativado
regularmente, a fim de ajudar a
manter 0 ambiente livre de umidade.
Depois da reativagao, deve-se veri-
ficar cuidadosamente o dessecante
para assegurar de que o corante in-
dicador voltou a sua cor original. Se
0 dessecante nao retornou a uma cor
forte, proxima a cor inicial, deve ser
substituido. Apds o armazenamento
sob refrigeracao, os dispensadores
precisam atingir a temperatura am-
biente antes de remover a tampa,
a fim de prevenir condensacao e
ingresso de umidade.

Cartuchos abertos nao devem
ser armazenados por mais de uma
semana. Cartuchos que contém ini-
bidores de B-lactamase (por exem-
plo, acido clavulanico, tazobactam
e sulbactam) sao particularmente
suscetiveis a degradacao devido a
umidade.

Se os cartuchos forem mantidos
abertos por mais de uma semana,
teste de controle de qualidade deve
ser efetuado diariamente para vali-
dar a estabilidade dos antibidticos.

Cartuchos de antibidtico e suas
embalagens externas tém uma data
de validade registrada. Os discos nao
devem ser usados apos esta data.

Ajustes nos dispensadores
de disco

Antes dos antibidticos serem co-
locados no dispensador, a altura da
base do dispensador deve ser ajustada
a fim de se igualar a profundidade do
agar. Se o dispensador for ajustado
erroneamente, os discos serao pres-
sionados em demasia, podendo ser

Figura 3

enterrados no agar. Como
conseqiiéncia, 0 mecanismo
que pressiona os discos na
superficie do agar pode se
contaminar, podendo, dessa
forma, contaminar sucessi-
vas placas. Se o dispensador
for contaminado, o mecanis-
mo pode ser limpo usando
um algodao embebido em dl-
cool. Este procedimento deve
ser realizado semanalmente
como medida preventiva, ao
menos que uma grande con-
taminacao aconteca e uma
limpeza imediata se faca necessaria.

Se o dispensador for ajustado mui-
to alto, os discos podem nao ser pres-
sionados na superficie do agar. Isto
pode levar a um espacamento irregu-
lar dos discos e conseqtientemente a
zonas sobrepostas ou ilegiveis (veja a
Figura 2, onde um disco foi colocado
na borda da placa). Se o contato entre
os discos e o agar for insuficiente, a
umidade pode nao ingressar no disco
e o antibidtico nao ira se difundir. Isto
¢ especialmente problematico com
antibioticos de grande peso molecular
como vancomicina e teicoplanina,
que em geral tém dificuldades em se
difundir pelo agar, (Figura 3 - todos
os discos deveriam ter produzido uma
zona de inibicao).

Incubacao

Uma vez que os discos foram
aplicados ao agar, as placas precisam
ser incubadas o mais rapido possivel.
Atrasos antes da incubagao farao com
que o antibiotico se difunda antes que
0 microrganismo comece a crescer e
resultara em tamanhos maiores de



