GLOBAL TASK FORCE ON

CHOLERA CONTROL

Métodos laboratoriais para teste de
susceptibilidade antimicrobiana (TSA) para
Vibrio cholerae: pontos de especial aten¢ao

Este documento discute alguns pontos criticos relativos aos procedimentos laboratoriais para teste fenotipico de
susceptibilidade antimicrobiana por métodos de difusao, utilizando discos impregnados com antibidticos (método de
Kirby-Bauer) e tiras de teste, conforme apresentado no Job Aid “Teste de susceptibilidade antimicrobiana para o tratamento
e controle da cdlera”. Existem outros métodos para essa deteccao fenotipica, incluindo métodos de dilui¢do como a
microdiluicdo em caldo e a dilui¢ao em dgar, mas estes sao mais caros e dificeis de implementar, portanto, geralmente ndo

sdo recomendados pelo GTFCC.

Os protocolos padrao para teste de susceptibilidade antimicrobiana sao descritos detalhadamente nas diretrizes e referéncias

do Antibiograma (CLSI", EUCAST", CA-SFM EUCAST™).

Conformidade com a seguranca. Testes de Vibrio cholerae
e outros espécimes potencialmente infecciosos devem ser
sempre realizados de acordo com as politicas e procedimentos
de seguranca laboratorial. Equipamentos de protecdo individual
(EPI) devem ser usados ao manipular materiais potencialmente
infecciosos. Consulte sempre os formularios individuais das FDS
(fichas de dados de seguranca) para informacdes especificas
sobre os reagentes.

Cepas de Controle de Qualidade (CQ). De acordo

com as diretrizes e referéncias do Antibiograma'??, para
monitorar o sistema de TSA e garantir resultados precisos e
reproduziveis, cepas de CQ devem ser incluidas e processadas
sempre em paralelo as cepas de teste. A selecdo das cepas

de CQ é baseada no que é recomendado para avaliar cada
medicamento em teste, veja abaixo. No entanto, outras cepas
de laboratdrio disponiveis, cuidadosamente caracterizadas e
com susceptibilidade conhecida aos agentes antimicrobianos
testados, podem ser utilizadas.

Azitromicina (CIM) S. aureus ATCC 29213
Eritromicina (diametro) S. aureus ATCC 29213
Pefloxacina (didmetro) E. coli ATCC 25922
Ciprofloxacina (CIM) E. coli ATCC 25922
Tetraciclina (didmetro) E. coli ATCC 25922
Doxiciclina (CIM) E. coli ATCC 25922

Qualidade e preparacao do Meio. O meio de cultivo dgar
Mueller-Hinton é o Unico teste de susceptibilidade validado
por diretrizes internacionais (1,2,3). Recomenda-se a utilizacdo
de meio Mueller-Hinton comercial desidratado ou pronto para
uso. 0 dgar deve ser distribuido em placas de Petri de vidro ou
plastico, de fundo plano, em uma superficie nivelada, a uma
profundidade uniforme de 4 mm = 0,5 mm. Profundidades
maiores ou menores afetam a difusdo dos agentes
antimicrobianos e a atividade do medicamento pode
ser afetada.

Cada novo lote de meio deve ser testado quanto a esterilidade,
capacidade de favorecer o crescimento do(s) patdgeno(s)
alvo(s), capacidade de produzir um padrdo apropriado de
antibioresisténcia com a cepa controle. Armazene as placas

de Petri vertidas a 4-8 °C de acordo com as instrucées do
fabricante. A superficie do dgar deve estar seca antes do uso,
mas tenha cuidado para ndo secar excessivamente 0 dgar.

Preparacao do indculo. O antibiograma deve ser realizado
utilizando uma cepa recém-subcultivada (18 = 2 horas a
35°C =2 0C) em meios nao seletivos adequados, como Agar
Mueller Hinton, Agar Infusdo Cérebro-Coracao (BHI) ou Agar
Triptona de Soja (TSA), inoculados de forma a obter coldnias
isoladas. Também faca estrias das cepas de CQ ATCC necessarias
para testes de difusdo em disco, e incube da mesma maneira.
Faca uma suspensao bacteriana em solucdo salina a partir de
vérias colonias isoladas (para evitar a selecdo de uma variante
atipica) de modo a obter a turbidez padrao equivalente a 0,5 da
escala de McFarland. Ajuste a densidade adicionando solugédo
salina ou bactérias, conforme necessidade.

Inoculacao das placas de agar. O indculo bacteriano deve
ser utilizado preferencialmente 15 minutos apés a preparacdo, e
no méximo em até 60 minutos. Mergulhe uma haste de algodao
estéril na suspensao bacteriana e remova o excesso de liquido
girando a haste nas paredes do tubo. Se vérias placas de dgar
forem inoculadas com o mesmo inéculo, é necessario repetir o
procedimento citado anteriormente entre cada placa de dgar.
Faca estrias em toda a superficie da placa 3 vezes, girando 60
graus a cada vez, garantindo que ndo haja lacunas entre as
estrias. Discos ou tiras de teste devem ser depositados
dentro de 15 minutos apés a inoculagao. Se as placas
forem deixadas por muito tempo em temperatura ambiente
antes de depositar os discos ou tiras, as bactérias podem
comegar a crescer, levando a uma diminuicéo falsa no tamanho
das zonas de inibigao.
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Discos antimicrobianos. Refrigere os recipientes contendo
os discos a <8 °C ou congele a <-14 °C em um freezer ndo auto-
descongelante até o uso, de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para evitar condensagao, permita que os discos ou
recipientes dosadores retornem a temperatura ambiente antes
do uso. Use um dispensador de discos; se ndo estiver disponivel,
encontre um recipiente estéril, como uma placa de Petri vazia,
para colocar os discos e use pincas estéreis para manipuld-los
(1). Use no méximo seis discos se estiver usando placas de dgar
pequenas (90 ou 100 mm). Coloque os discos firmemente na
superficie do dgar seco e inoculado. Uma vez que os discos
tenham sido colocados, eles nao devem ser movidos,
pois a difusao do antibidtico é muito rapida.

Tiras de teste. Permita que os recipientes de tiras retornem

a temperatura ambiente, aproximadamente 30 minutos

antes do uso. Remova o niimero suficiente de tiras de teste

da embalagem, manualmente ou utilizando pingas. Manipule
apenas a tira acima da linha preta na érea onde o cédigo do
antibiético é mostrado. Nao toque na superficie da tira oposta

a escala da concentracdo inibitéria minima (MIC). Uma vez que
as tiras sao colocadas, sob o inéculo, elas devem permanecer no
lugar. As tiras ndo podem ser movidas devido a liberacao
instantanea de antibidtico no agar.

Incubacdo. Incube as placas em posicao invertada a 35

+ 2 °Cpor 18 = 2 horas, ndo empilhe mais do que cinco
placas. Aincubacdo deve ocorrer, preferencialmente, dentro
de 15 minutos apds a deposicao dos discos e no maximo em
30 minutos.

Tiras de teste

Placa de
agar com
crescimento
bacteriano
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Medir o didmetro
do halo de inibicgo.

Use um recipiente
e pingas estéreis.

Referencias

©

Ler o valor da concentracdo
inibitéria minima (MIC).

Leitura. O indculo correto deve resultar em crescimento
bacteriano confluente por toda a superficie do dgar. A presenca
de coldnias isoladas indica que o indculo estd muito baixo e

o teste deve ser repetido. Apés o periodo de incubacdo, mega o
didmetro dos halos de inibicdo (incluindo o disco) até o
milimetro mais préximo usando um paquimetro ou uma régua
colocada na parte de trds da placa (2). Verifique se os didmetros
dos halos de inibicao das cepas de controle de qualidade estao
dentro dos limites aceitéveis. Consulte as do Antibiograma3**
para interpretagdo. Os padrdes sao revisados regularmente, por
favor, verifique se estd utilizando uma versdo atualizada.

Leia 0 valor de MIC onde a borda da elipse de inibico intersecta
o lado da tira (3); se a elipse intersectar entre dois valores de MIC,
0 valor mais alto dos dois é relatado (4); se a tira foi colocada de
cabeca para baixo, é um resultado invélido, repita o teste (5).

Solucao de problemas. Testes de CQ fora do alcance
muitas vezes sdo devido a contaminacéo ou ao uso de uma
cepa de controle de qualidade (CQ) incorreta. A acdo corretiva
deve incluir primeiro repetir o teste com uma cultura pura

de uma cepa de CQ recém-subcultivada. Se o problema néo
for resolvido, consulte as diretrizes do Antibiograma e o guia
referéncia de solugao de problemas (CLSI M100") ou Perguntas
Frequentes (Eucast*). De acordo com o guia de leitura do
EUCAST para difusdo em disco®, em caso de coldnias distintas
dentro de uma zona de inibicdo, verifique a pureza e repita o
teste, se necessario. Se as culturas forem puras, as colonias
dentro das zonas devem ser levadas em conta ao medir o
didametro. Em caso de zonas duplas, verifique a pureza e
repita o teste, se necessario. Se as culturas forem puras, leia a
zona interna.

Zona (elipse)
deinibigdo

MIC 0.19pg/mL
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Reporte o valor do
MIC mais alto.

Néo coloque a tira de
cabega para baixo.

1. https://clsi.org/standards/products/microbiology/documents/
m100/, CLSI M100 Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing, 34th Edition

2. https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST
files/Disk_test_documents/2024_manuals/Manual_v_12.0
EUCAST Disk_Test_2024.pdf

3. https://www.sfm-microbiologie.org/wp-content/
uploads/2023/06/CASFM2023_V/1.0.pdf
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4. https://lwww.eucast.org/clinical _breakpoints

5. https://clsi.org/all-free-resources/ (CLSI M45
ED3:2016TABLE 20)

6. https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST
files/Disk_test_documents/2023_manuals/Reading
guide_v_10.0_EUCAST Disk_Test_2023.pdf
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