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BACTERIOLOGIA GERAL



TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

MÉTODO DE DISCO-DIFUSÃO (KIRBY-BAUER) 
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1 – SINÔNIMO

Teste de suscetibilidade a antimicrobianos; antibiograma

2 – OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cujo objetivo seja executar os testes de disco-difusão padronizados e verificar o perfil se suscetibilidade do microrganismo em teste.
3 – CAMPO DE APLICAÇÃO

Este POP se aplica a execução do teste “in vitro” de sensibilidade aos antimicrobianos indicados para qualquer organismo em estudo e/ou que cause um processo infeccioso que requeira terapia antimicrobiana.

4 – COLETA

NA
5 – DEFINIÇÕES 

Para efeito deste POP, aplicam-se as seguintes definições:

5.1 – DA AMOSTRA

· Colônia isolada, identificada de amostra clínica e com crescimento de 24 horas;

5.2 – DAS AMOSTRAS INADEQUADAS 

· Colônias com crescimento superior a 24 horas (colônias “velhas”)
· Colônias sem identificação;
· Colônias provenientes de outras amostras que não clínicas;
· Colônias mistas (mais de um tipo de colônia)
5.3 – DOS LIMITES DE DETECÇÃO

· Amostras sem isolamento adequado poderão apresentar contaminação

· Amostras com crescimento superior a 24 horas poderão apresentar contaminação ou não apresentar resultado compatível com a identificação

· Discos impregnados com antimicrobianos e meios de cultura sem controle interno de qualidade poderão apresentar resultados incompatíveis

6 – SIGLAS

BACTE – Bacteriologia Geral

POP – Procedimento Operacional Padrão

NA – Não Aplicável

BHI – Brain Heart Infusion Broth
UFC – Unidade Formadora de Colônia

UFC/ml – Unidade Formadora de Colônia por mililitro

TSA – Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (Antibiograma)

CLSI – Clinical and Laboratory Standards Institute
NCCLS – National Committee for Clinical Laboratory Standards
ATCC – American Type Culture Collection
ESBL –  Extended-Spectrum Beta-Lactamase (Beta-Lactamase de espectro estendido/ampliado)
HTM – Haemophilus Test Médium (Meio de Teste para Haemophilus)
mm – milímetro 

7 – PROCEDIMENTOS 

7.1 – PRINCÍPIO DO MÉTODO 

Observar o perfil de resistência e sensibilidade de uma determinada bactéria frente aos antimicrobianos, através das zonas de inibição de crescimento “in vitro”. 
Na superfície de um meio de cultura específico, semeia-se uma quantidade padrão do microrganismo em teste, são colocados discos impregnados com antimicrobianos com concentrações conhecidas. 

Com a difusão do antimicrobiano no ágar, o microrganismo pode apresentar um crescimento inibido ao redor do disco. 

A medida do halo de inibição e a comparação deste com uma tabela normatizada pelo CLSI (antigo NCCLS), determina o perfil de susceptibilidade do microrganismo em estudo. 
7.2 – REAGENTES E MATERIAL

· Placas de Ágar Mueller-Hinton e Agar Mueller-Hinton com 5% de sangue;
· Alça e agulha comum de níquel-cromo;

· Pinça de metal flambável;

· Pilot para Retroprojetor;

· Bico de Bunsen;

· Swabs estéreis

· Salina

· Caldo BHI

· Escala de Mc Farland 0,5 

· Cartão branco com linhas pretas

· Discos impregnados com antimicrobianos

· Dispensador de discos

· Paquímetro ou régua milimetrada

· Jarra de CO2
· Hipoclorito de sódio à 2%;

· Álcool à 70%;

· Gaze em compressa;

· Papel toalha.

7.3 – EQUIPAMENTOS

· Espectrofotômetro

· Câmara de segurança biológica (câmara de fluxo);

· Estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC;

· Refrigerador.

7.4 – PREPARAÇÃO DOS REAGENTES E INSUMOS

As placas devem estar com o meio (ágar) em temperatura ambiente antes da semeadura. Se necessário, fazer um pré-aquecimento colocando as placas na estufa bacteriológica por aproximadamente cinco minutos. Neste caso, a parte inferior da placa (parte contendo o meio) deve ficar em contato com a placa de aquecimento da estufa e a tampa um pouco aberta.

As placas não podem estar com água de condensação no ágar, com contaminação (fungos,colônias bacterianas), com o meio desidratado (ressecado)e  devem seguir a padronização do CLSI (anexo 1)

A salina deve estar em temperatura ambiente antes da preparação do inoculo.

Os discos impregnados com antimicrobianos devem ser retirados 1 a 2 horas antes do uso para equilíbrio com a temperatura ambiente 
7.5 – PROCEDIMENTO ANALÍTICO

1. Antes de iniciar o procedimento, limpar a bancada de trabalho com hipoclorito e álcool 70 %;

2. Numerar as placas e os tubos com o número do laboratório com o auxílio do pilot;;

3. Sempre dentro da área de segurança do bico de Bunsen ou dentro da câmara de fluxo, preparar uma amostra (inóculo) por vez seguindo o procedimento abaixo:


3.1 Preparação e padronização do Inóculo

Pode ser de duas maneiras, mas, nas duas maneiras, o crescimento bacteriano deve ser de cultura nova (com crescimento de 18 – 24horas) e, preferencialmente, proveniente de um ágar com meio não seletivo, como ágar sangue.
3.1.1 Método do Crescimento

O método do crescimento é realizado da seguinte maneira:

i. Selecionar 3 a 5 colônias, bem isoladas, do mesmo tipo morfológico são selecionadas da placa de ágar. 

ii. Tocar a superfície de cada colônia com uma alça ou agulha comum de níquel-cromo flambada e fria, e transferir para um tubo contendo 4-5mL de um meio de cultura adequado, como caldo de BHI.

iii. Incuba-se a cultura em caldo, a 35°C, até alcançar ou exceder a turbidez de uma solução padrão de McFarland 0,5 (em geral, de duas a seis horas).

iv. Ajusta-se a turbidez da cultura em crescimento com solução salina estéril ou caldo, de modo a obter uma turbidez óptica comparável à da solução padrão de McFarland a 0,5. Isso resulta numa suspensão contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/ml. Para realizar essa operação corretamente, emprega-se um espectrômetro ou, quando executado a olho nu, luz suficiente para comparar o tubo de inóculo e a solução padrão McFarland de 0,5 contra um cartão de fundo branco e linhas contrastantes pretas:

a. Inóculo satisfatório: as linhas são visualizadas com a mesma definição nos dois tubos

b. Inóculo pesado: as linhas não são visualizadas com a mesma definição através do tubo do inoculo. Diluir com salina ou caldo estéril até que a turbidez esteja comparável ao tubo da escala padrão

c. Inóculo insuficiente: as linhas são visualizadas com maior definição e intensidade no tubo do inoculo. Ajustar a concentração adicionando mais colônias.
3.1.2 Método de Suspensão Direta das Colônias

O método de suspensão direta é recomendado para as bactérias de crescimento rápido como as Enterobactérias, Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Neisseria gonorrhoeae e Haemophilus spp. 

O método do crescimento é realizado da seguinte maneira:
i. Selecionar 3 a 5 colônias, bem isoladas, do mesmo tipo morfológico são selecionadas da placa de ágar. 

ii. Tocar a superfície de cada colônia com uma alça ou agulha comum de níquel-cromo flambada e fria, e transferir para um tubo contendo 4-5mL de salina
iii. Ajusta-se a turbidez com solução salina estéril, de modo a obter uma turbidez óptica comparável à da solução padrão de McFarland a 0,5. Isso resulta numa suspensão contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/ml. Para realizar essa operação corretamente, emprega-se um espectrômetro ou, quando executado a olho nu, luz suficiente para comparar o tubo de inóculo e a solução padrão McFarland de 0,5 contra um cartão de fundo branco e linhas contrastantes pretas:

a. Inóculo satisfatório: as linhas são visualizadas com a mesma definição nos dois tubos

b. Inóculo pesado: as linhas não são visualizadas com a mesma definição através do tubo do inoculo. Diluir com salina ou caldo estéril até que a turbidez esteja comparável ao tubo da escala padrão

c. Inóculo insuficiente: as linhas são visualizadas com maior definição e intensidade no tubo do inoculo. Ajustar a concentração adicionando mais colônias.

OBS: Deve-se evitar densidades extremas de inóculo. Nunca usar culturas em caldo, não diluídas, do dia anterior, ou outros inóculos não padronizados para semear as placas
3.2 Plaqueamento do inóculo

1. Selecionar o meio próprio e padronizado para o microrganismo isolado:

i. Agar Mueller Hinton não suplementado (anexo 1) – Enterobactérias, Bacilo Gram Negativo Não Fermentador, Staphylococcus spp, Enterococcus spp
ii. Agar Mueller Hinton suplementado com 5% de carneiro – Streptococcus spp
iii. Meio HTM  – Haemophilus spp
iv. Meio GC suplementado com 1% de Isovitalex – Neisseria gonorrhoeae
2. As placas não podem estar com água de condensação no ágar, com contaminação (fungos,colônias bacterianas), com o meio desidratado (ressecado)e  devem seguir a padronização do CLSI (anexo 1)

3. Inocular as placas em, no máximo, 15 minutos após a preparação do inóculo

4. Mergulhar um swab estéril no tubo do inóculo e depois retire o excesso pressionando o swab nas paredes internas do tubo.

5. Passar o swab em toda superfície do ágar em 3 direções (Fig. 1 a 3), girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuição uniforme do inóculo. Como passo final, passa-se um swab na margem da placa de ágar

6. Deixar a placa entreaberta por 5 minutos a,no máximo, 15 minutos à temperatura ambiente para que o inoculo seja completamente absorvido pelo ágar antes de aplicar os discos

3.3 Aplicação dos discos antimicrobianos
1. Selecionar os discos a serem utilizados no antibiograma, consultando a relação dos antimicrobianos padronizados pelo setor de bacteriologia (anexo 2)

2. Retirar os frascos contendo os antimicrobianos, mantidos no freezer, 1 a 2 horas antes do uso para equilíbrio com a temperatura ambiente

3. O número de discos com antimicrobianos deve ser:

a. Para placas de 150 mm, colocar no máximo 12 discos 

b. Para placas de 90 mm, colocar no máximo 5 discos

c. Para Haemophilus spp e Neisseria gonorrhoeaea, colocar no máximo 4 discos na placa de 90 mm

4. Para pesquisa de ESBL e AmpC (Enterobactérias e Não Fermentadores) colocar os discos conforme a disposição do anexo 3.

5. A aplicação pode ser com o auxílio da pinça flambada e fria (disposição manual) ou com o dispensador (disposição automática). Após a colocação dos discos pressionar levemente a superfície de cada disco,um a um, para que haja o contato completo com o ágar e difusão da droga antimicrobiana.

6. Independente do modo de aplicação (manual ou automática), os discos devem ser distribuídos por igual, de maneira que a distância de centro para centro não exceda 24 mm.
7. Uma vez que algumas drogas se difundem quase instantaneamente, o disco não deve ser reaplicado após ter entrado em contato com a superfície de ágar. Em vez disso, coloque um novo disco em outra parte da placa. Este procedimento se aplica para o caso de ter aplicado um disco com antimicrobiano errado ou para o caso de ter colocado em posição errada. Se o ocorrido foi na placa de pesquisa de ESBL e Amp C, refazer a placa.
8. Após colocar todos os discos, as placas devem ser invertidas e colocadas numa estufa, a 35° C, até 15 minutos após a aplicação dos discos. Com exceção de Haemophilus spp., N. gonorrhoeae e dos estreptococos, as placas não devem ser incubadas em atmosfera enriquecida com CO2, porque os padrões de interpretação foram desenvolvidos usando incubação em ar ambiente, e o CO2 irá alterar significativamente o tamanho dos halos de inibição de alguns agentes.
9. Ao final do trabalho: flambar as alças,agulhas e pinças, deixar esfriar e guardar. Limpar a bancada com hipoclorito e álcool 70%;

3.4 Leitura dos halos

1. Antes de iniciar o procedimento, limpar a bancada de trabalho com hipoclorito e álcool 70 %;

2. Após 16 a 18 horas de incubação verificar se o crescimento sobre o ágar está confluente e uniforme, com zonas de inibição circulares. Repetir o teste se necessário.

OBS: Para Staphylococcus e Enterococcus a incubação deve ser de 24 horas para a verificar resistência à vancomicina e oxacilina
3. A leitura não poderá ser feita e o teste deverá ser repetido se:

a. Houverem colônias isoladas → inóculo foi pobre demais

b. Colônias pequenas dentro dos halos de inibição que caracterizem contaminação → se crescimento ocorrer nas cepas de Staphylococcus e Enterococcus, com os antibióticos oxacilina e vancomicina, re-identificar para  diferenciar de colônias resistentes

4. As leituras dos halos são medidas em milímetros usando um paquímetro ou uma régua milimetrada. 
5. Encostar na parte de trás da placa de petri invertida(lado do ágar para cima). Segurar a placa de petri poucas polegadas acima de um fundo não refletor (sobre uma superfície escura), iluminando-a com luz refletida (luz sobre a placa).
6. Se tiver sido acrescentado sangue à base de ágar (como ocorre com os estreptococos), retirar a tampa e realizar a leitura dos halos a partir da superfície superior do ágar iluminada com luz refletida. O halo de inibição do crescimento deve ser medido, ao invés da zona de hemólise.
OBS: Usar luz transmitida (colocar a placa na contraluz) para verificar se há crescimento discreto de colônias resistentes à vancomicina e oxacilina. Qualquer crescimento discernível dentro do halo de inibição é indicativo de resistência à vancomicina e oxacilina (meticilina). Re-identificar para diferenciar de colônias resistentes
7. Os diâmetros dos halos de inibição total (julgadas a olho nu) são medidos, incluindo o diâmetro do disco (Fig 4).O halo de inibição será considerado a área sem crescimento detectável a olho nu.

OBS1: O crescimento de pequenas colônias, detectável apenas com lente de aumento, na margem do halo de inibição do crescimento deve ser ignorado. Entretanto, no caso de crescimento discreto de colônias dentro de um halo de inibição evidente, o teste deverá ser repetido com uma cultura ou subcultura pura de uma única colônia, isolada da placa de cultura primária. Se pequenas colônias continuarem a crescer no halo de inibição, o halo de inibição livre de colônias deve ser medido.

OBS2: Algumas vezes, as cepas de Proteus spp. podem se espalhar para as áreas do halo de inibição de certos agentes antimicrobianos. Com Proteus spp., o tênue véu de crescimento, dentro de um halo de inibição evidente deve ser ignorado.

OBS3: Com o trimetoprim e as sulfonamidas, os antagonistas no meio podem permitir um crescimento discreto; portanto, não considerar qualquer crescimento discreto (20% ou menos da zona de crescimento) e medir a margem mais aparente para determinar o diâmetro do halo de inibição.
8. Utilizar as tabelas do CLSI vigente para avaliar os critérios de interpretação dos halos. As tabelas estão disponíveis na bancada de trabalho do setor.

3.5 Critérios de interpretação do diâmetro dos halos

1. Categoria de Interpretação ‘Sensível’→ implica que a infecção causada por este isolado pode ser tratada apropriadamente com a dosagem de um agente antimicrobiano recomendado para esse tipo de infecção e patógeno, salvo quando de outra forma indicado; 

2. Categoria de Interpretação ‘Intermediária’ → implica que uma infecção causada por este isolado pode ser tratada apropriadamente em locais do corpo, onde as drogas se concentram fisiologicamente ou quando for possível a prescrição de uma dosagem mais alta da droga que a habitual; também indica uma “zona tampão” (buffer zone) que deveria impedir que pequenos fatores técnicos e fora de controle causem grandes discrepâncias na interpretação dos testes; 

3. Categoria de Interpretação ‘Resistente’ → implica que os isolados não são inibidos pelas concentrações do agente antimicrobiano normalmente prescritas em tratamentos habituais (freqüência e dosagem) e/ou caem na faixa em que a ocorrência de mecanismos de resistência antimicrobiana específicos são mais prováveis (ex., betalactamases), e a eficácia clínica não tem sido confiável em estudos clínicos.

OBS: Alguns agentes só podem ser registrados como sensíveis, visto que apenas os pontos de corte de sensibilidade são fornecidos

7.6 – EXPRESSÃO DE RESULTADOS

· Seguindo os critérios de interpretação dos diâmetros dos halos e utilizando as tabelas do CLSI vigentes e disponíveis na bancada de trabalho do setor, liberar os resultados como S(sensível), R(resistente) ou I(intermediário)

· Observar as informações contidas nas tabelas do CLSI

· Observar os casos de resistência intrínseca, Beta-lactamase (ESBL) e AmpC e realizar, quando necessário, as modificações necessárias (alteração para Resistente) (anexo4)

· Observar o tipo de amostra e procedência do paciente (hospitalar ou ambulatório) para liberar somente os antimicrobianos próprios (anexo 5)

7.7 – INTERFERENTES

A execução desta técnica está sujeita a diferentes interferentes, por isso deve ser rigorosamente controlada. Das interferências mais comuns:

· Análise de mais de uma cepa concomitantemente;

· Inoculo muito denso ou muito fraco;

· Altura do ágar fora das especificações recomendadas;

· Quantidade de discos excessivos;

· Disposição dos discos muito próximos;

· Discos e meios fora do padrão de qualidade.
7.8 – ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO
7.8.1 – DAS CEPAS
Verificar POP de Manutenção de Cepas

7.8.1 – DOS MEIOS E ANTIMICROBIANOS
· Verificar data de validade 

· Armazenamento:

· Discos impregnados com antimicrobianos – freezer ou congelador (-10 a -20ºC).
· Meios– refrigeradores (2 a 8ºC)
7.9 – Controle de Qualidade
Ver POP adequado

8 – BIOSSEGURANÇA

· Manipular e transportar amostras biológicas utilizando jalecos de mangas longas e luvas;

· Receber as amostras devidamente identificadas em recipientes próprios, vedadas e acondicionadas em gelo. 

· Em caso de acidente com amostras biológicas em superfícies, proceder de acordo com as técnicas de biossegurança com a finalidade de evitar a possível contaminação: forrar a área afetada com papel toalha, colocar quantidade suficiente de hipoclorito de sódio à 2%, realizar a limpeza normalmente e no final com álcool 70%; 

· Ao terminar o procedimento, guardar os frascos contendo o volume restante das amostras em refrigerador com temperatura de 2ºC à 8ºC por 24 horas. Após esse período descartá-los.

· Utilizar álcool hidratado à 70%, para desinfecção das mãos após manipulação.

9 – FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO 


* OBS1: Para o caso de Haemophilus spp., N. gonorrhoeae e dos estreptococos, as placas devem ser incubadas em atmosfera enriquecida com CO2

   OBS2: Para Staphylococcus e Enterococcus a incubação deve ser de 24 horas para a verificar resistência à vancomicina e oxacilina
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11 – ANEXOS

Anexo 1

Padronização das placas de Mueller Hinton seguindo CLSI

Dentre os muitos meios disponíveis, o ágar Müeller-Hinton é considerado o melhor para testes rotineiros de sensibilidade contra bactérias não fastidiosas, pelas seguintes razões:

1. Demonstra reprodutibilidade aceitável entre os diferentes lotes nos testes de sensibilidade.

2. Contém baixo teor de inibidores de sulfonamida, trimetoprim e tetraciclina.

3. Permite crescimento satisfatório dos patógenos não fastidiosas.

4. Existe um grande acervo de dados e experiência relativos a testes de sensibilidade realizados com esse meio.

Embora o ágar Müeller-Hinton seja geralmente confiável para os testes de sensibilidade, os resultados obtidos com alguns lotes podem, ocasionalmente, variar de maneira significativa. 

Se um lote do meio não promove crescimento adequado de um organismo a ser testado, os halos de inibição obtidos por disco-difusão serão, em geral, maiores que os esperados e podem exceder os limites aceitáveis de controle de qualidade..

I) Preparação do Ágar Müeller-Hinton

O preparo do ágar Müeller-Hinton compreende as seguintes etapas:

1. O ágar Müeller-Hinton deve ser preparado a partir de uma base desidratada disponível comercialmente e conforme as instruções do fabricante.

2. Imediatamente após 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 plástico, numa superfície horizontal, para garantir uma profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm. Isso corresponde a 60-70 mL de meio para placas com 150 mm de diâmetro e 25-30 mL, para placas com diâmetro de 100 mm.

O meio ágar deve esfriar a temperatura ambiente e ser armazenado em geladeira (de 2 a 8°C), exceto quando a placa for usada no mesmo dia, embrulhadas em plástico, para minimizar o ressecamento do ágar.

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

II) pH

O pH de cada lote de ágar Müeller-Hinton deve ser verificado quando o meio é preparado. 

O meio ágar deve ter pH entre 7,2 e 7,4 a temperatura ambiente após solidificação. 

Se o pH for demasiado baixo, algumas drogas parecerão ter perdido sua potência (ex., aminoglicosídeos, quinolonas e macrolídeos), enquanto que outros agentes poderão parecer excessivamente ativos (ex., tetraciclinas). 

Se o pH for demasiado alto, efeitos opostos podem ser esperados. O pH pode ser verificado das seguintes maneiras:

1. Macerar uma quantidade suficiente de ágar para submergir a ponta de um eletrodo do pHmetro.

2. Permitir que uma pequena quantidade de ágar solidifique em torno da ponta de um eletrodo do pHmetro, num béquer ou xícara.

3. Usar um eletrodo de superfície devidamente calibrado.

III) Umidade

Se, logo antes de usar, o meio apresentar excesso de umidade na superfície, 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 superfície deverá estar úmida, mas não deverá haver gotículas de água na superfície do meio ou na tampa da placa de petri quando as placas forem inoculadas.

IV) Efeitos da Timidina ou Timina

Os meio contendo teores excessivos de timidina ou timina podem reverter o efeito inibitório das sulfonamidas e do trimetoprim, produzindo, assim, halos de inibição menores e menos nítidos, ou mesmo nenhum halo de inibição, o que pode resultar em relatório de falsa-resistência. Deve-se usar ágar Müeller-Hinton com o menor teor possível de timidina.

Se surgirem problemas de controle de qualidade com as sulfonamidas e o trimetoprim, poderá ser necessário verificar o ágar Müeller-Hinton. 

Novos lotes de ágar Müeller-Hinton, podem ser testados para Enterococcus faecalis ATCC®b 29212 ou, alternativamente, Enterococcus faecalis ATCC® 33186, com discos de sulfametoxazol/trimetoprim. 

Um meio satisfatório fornecerá halos de inibição claros e nítidos, com diâmetro de 20mm ou mais. Um meio insatisfatório não produzirá qualquer halo de inibição, crescimento dentro do halo, ou um halo com menos de 20mm de diâmetro.

V) Efeitos de Variação nos Cátions Divalentes

As variações nos cátions divalentes, principalmente magnésio e cálcio, afetarão os resultados dos testes dos aminoglicosídeos e da tetraciclina contra cepas de Pseudomonas aeruginosa; a variação nos níveis de cálcio também afeta os resultados dos testes de daptomicina. 

Um teor excessivo de cátions reduzirá os tamanhos dos halos de inibição, enquanto que um baixo teor de cátions pode resultar em halos de inibição inadmissivelmente grandes. 

O excesso de íons de zinco pode reduzir os tamanhos dos halos de inibição dos carbapenens. 

Os testes de desempenho com cada lote de ágar Müeller-Hinton devem estar em conformidade com os limites de controle interno de qualidade (ver POP de Controle Interno de Qualidade).

OBS: O meio recomendado para testes com S. pneumoniae e outros estreptococos é o ágar Müeller-Hinton suplementado por sangue de carneiro desfibrinado a 5%.
Anexo 2

Relação dos Antimicrobianos para o Antibiograma

	Enterobactérias - Urina
	Enterobactérias - Secreções
	Não Fermentadores

	Acido Nalidixico
	NA
	Amicacina
	AK
	Amicacina
	AK

	Acido Pipemidico
	PIP
	Amox/Ac.Clav
	AMC
	Amp/Sulbactam
	SAM

	Amicacina
	AK
	Ampicilina
	AMP
	Amox./Ac.Clav.
	AMC

	Amox./Ac.Clav.
	AMC
	Amp/Sulbactam
	SAM
	Aztreonam
	ATM

	Ampicilina
	AMP
	Aztreonam
	ATM
	Cefepime – 4ª G
	FEP

	Amp/Sulbactam
	SAM
	Cefalexina – 1ª G
	CL
	Cefotaxima – 3ª G
	CTX

	Aztreonam
	ATM
	Cefalotina – 1ª G
	KF
	Cefoxitina – 2ª G
	FOX

	Cefalexina – 1ª G
	CL
	Cefepime – 4ª G
	FEP
	Ceftazidima – 3ª G
	CAZ

	Cefalotina – 1ª G
	KF
	Cefotaxima – 3ª G
	CTX
	Ceftriaxona – 3ª G
	CRO

	Cefepime – 4ª G
	FEP
	Cefoxitina – 2ª G
	FOX
	Ciprofloxacina
	CIP

	Cefotaxima – 3ª G
	CTX
	Ceftazidima – 3ª G
	CAZ
	Gentamicina
	CN

	Cefoxitina – 2ª G
	FOX
	Ceftriaxona – 3ª G
	CRO
	Imipenem
	IPM

	Ceftazidima – 3ª G
	CAZ
	Ciprofloxacina
	CIP
	Meropenem
	MEM

	Ceftriaxona – 3ª G
	CRO
	Cloranfenicol
	C
	Netilmicina
	NET

	Ciprofloxacina
	CIP
	Gentamicina
	CN
	Norfloxacina
	NOR

	Gentamicina
	CN
	Imipenem
	IPM
	Pip/ Tazobactam
	TZP

	Imipenem
	IPM
	Kanamicina
	K
	Polimixina B
	PB

	Kanamicina
	K
	Meropenem
	MEM
	Sulfam-Trimet
	SXT

	Meropenem
	MEM
	Netilmicina
	NET
	Tetraciclina
	TE

	Netilmicina
	NET
	Pip/ Tazobactam
	TZP
	Tobramicina
	TOB

	Nitrofurantoina
	F
	Polimixina B
	PB
	

	Norfloxacina
	NOR
	Sulfam-Trimet
	SXT
	

	Pip/ Tazobactam
	TZP
	Tetraciclina
	TE
	

	Polimixina B
	PB
	Tobramicina
	TOB
	

	Sulfam -Trimet
	SXT
	
	

	Tetraciclina
	TE
	
	


	CGP Cat POS - Urina
	CGP Cat POS - Secreções
	CGP Cat NEG - Urina
	CGP Cat NEG - Secreções

	Amicacina
	AK
	Amicacina
	AK
	Ampicilina
	AMP
	Ampicilina
	AMP

	Amox/Ac.Clav
	AMC
	Amox/Ac.Clav
	AMC
	Bacitracina
	B
	Bacitracina
	B

	Ampicilina
	AMP
	Ampicilina
	AMP
	Cefepime – 4ª G
	FEP
	Cefepime – 4ª G
	FEP

	Amp/Sulbactam
	SAM
	Amp/Sulbactam
	SAM
	Cefotaxime – 3ª G
	CTX
	Cefotaxime – 3ª G
	CTX

	Cefalotina – 1ª G
	KF
	Cefalotina – 1ª G
	KF
	Ceftriaxona – 3ª G
	CRO
	Ceftriaxona – 3ª G
	CRO

	Cefepime – 4ª G
	FEP
	Cefepime – 4ª G
	FEP
	Ciprofloxacina
	CIP
	Ciprofloxacina
	CIP

	Cefotaxima – 3ª G
	CTX
	Cefotaxima – 3ª G
	CTX
	Nitrofurantoina
	F
	Clindamicina
	DA

	Cefoxitina – 2ª G
	FOX
	Cefoxitina – 2ª G
	FOX
	Norfloxacina
	NOR
	Cloranfenicol
	C

	Ceftazidima – 3ª G
	CAZ
	Ceftazidima – 3ª G
	CAZ
	Penicilina
	P
	Eritromicina
	E

	Ceftriaxona – 3ª G
	CRO
	Ceftriaxona – 3ª G
	CRO
	Sulf-Trimet
	SXT
	Nitrofurantoina
	F

	Ciprofloxacina
	CIP
	Ciprofloxacina
	CIP
	Tetraciclina
	TE
	Norfloxacina
	NOR

	Gentamicina
	CN
	Clindamicina
	DA
	Vancomicina
	VA
	Penicilina
	P

	Imipenem
	IPM
	Cloranfenicol
	C
	
	Sulf-Trimet
	SXT

	Kanamicina
	K
	Eritromicina
	E
	
	Tetraciclina
	TE

	Meropenem
	MEM
	Gentamicina
	CN
	
	Vancomicina
	VA

	Netilmicina
	NET
	Imipenem
	IPM
	
	

	Nitrofurantoina
	F
	Kanamicina
	K
	Para suspeita de Pneumo Acrescentar:

	Norfloxacina
	NOR
	Meropenem
	MEM
	Optoquina
	OP

	Novobiocina
	NV
	Netilmicina
	NET
	

	Oxacilina
	OX
	Novobiocina
	NV
	SOMENTE  REALIZAR O

ANTIBIOGRAMA APÓS A IDENTIFICAÇÃO.

PRINCIPALMENTE DOS 

CGP CATALASE NEGATIVA

	Penicilina
	P
	Oxacilina
	OX
	

	Pip/ Tazobactam
	TZP
	Penicilina
	P
	

	Polimixina B
	PB
	Pip/ Tazobactam
	TZP
	

	Sulfa -Trimet
	SXT
	Polimixina B
	PB
	

	Tetraciclina
	TE
	Sulfa –Trimet
	SXT
	

	Tobramicina
	TOB
	Tetraciclina
	TE
	

	Vancomicina
	VA
	Tobramicina
	TOB
	

	
	Vancomicina
	VA
	


Anexo 3

Disposição dos discos antimicrobianos para 

pesquisa de ESBL e AmpC


Anexo 4

Resistência intrínseca, Beta-lactamase (ESBL) e AmpC
I) Resistências intrínsecas/naturais = NÃO REPORTAR
	Antimicrobiano
	Microrganismo

	Ac. Nalidíxico, Ac. Pipemídico
	P.aeruginosa, B.cepacia,

	Amicacina
	B.cepacia, S.maltophilia

	Amicacina com Ác.Clavulânico
	Enterobacter spp, C. freundii, M. morganii, Serratia spp, 

Providencia spp, P.aeruginosa, S.maltophilia

	Ampicilina
	Enterobacter spp, Klebsiella spp, C. freundii,C.diversus, M. morganii, Providencia spp, P. vulgari, Serratia spp, 

A. baumannii, P.aeruginosa B.cepacia

	Ampicilina com Sulbactam, Imipenem, Meropenem,Piperacilina c/ Tazobactam
	S.maltophilia

	Cefalexina (1ªG)
	Enterobacter spp, C. freundii, M. morganii, Serratia spp,  Providencia spp, P. vulgaris, A. baumannii, P.aeruginosa, B.cepacia

	Cefoxitina ( 2ªG)
	Enterobacter spp, C. freundii, S. marcenscens, B.cepacia, P.aeruginosa 

	Cefotaxime (3ªG), Cloranfenicol, Sulfametoxazol com Trimetoprim
	P.aeruginosa

	Gentamicina, Netilmicina,Tobramicina
	Providencia spp, B.cepacia, S.maltophilia

	Kanamicina
	P.aeruginosa, B.cepacia S.maltophilia

	Nitrofurantoina
	M. morganii, Providencia spp,P. mirabilis, P. vulgaris 

S. marcenscens

	Polimixina B
	M. morganii, Providencia spp, P. mirabilis, P. vulgaris, Serratia spp, B.cepacia

	Tetraciclina
	P. mirabilis, P. vulgaris, P.aeruginosa


GRUPO CESP (Amp C): C. freundii, Enterobacter spp, Serratia spp, P.aeruginosa, Providencia spp, P. vulgaris, M. morganii → Resultados de aztreonam (ATM)  e cefalosporinas de 1ª G (CL, KF), 2ª G (FOX) e 3ª G (CTX,CAZ,CRO) devem ser liberados como RESISTENTE
GRUPO ESBL: Escherichia coli, P.mirabilis, K.oxytoca, K. pneumoniae →Resultados de aztreonam (ATM), cefalosporinas de 1ª G (CL, KF), 3ª G (CTX ,CAZ,CRO) ,4ª G (FEP) e ampicilina (AMP)  devem ser liberados como RESISTENTE
Anexo 5

Antimicrobianos de acordo com tipo de amostra

 e procedência do paciente

1) URINA – AMBULATÓRIO (VIA ORAL)

	Antimicrobiano
	Sigla
	
	Antimicrobiano
	Sigla

	Acido Nalidixico
	NA
	
	Eritromicina
	E

	Acido Pipemidico
	PIP
	
	Nitrofurantoina
	F

	Amox./Ac.Clavul.
	AMC
	
	Norfloxacina
	NOR

	Ampicilina
	AMP
	
	Oxacilina
	OX

	Cefalexina – 1ªG
	CL
	
	Penicilina
	P

	Ciprofloxacina
	CIP
	
	Sulfamet./Trimet.
	SXT

	Clindamicina
	DA
	
	Tetraciclina
	TE

	Cloranfenicol
	C
	
	Vancomicina
	VA


2) OUTRAS AMOSTRAS (AMBULATÓRIO), URINA E OUTRAS AMOSTRAS (HOSPITALAR)

	Antimicrobiano
	Sigla
	VO
	IM
	IV
	
	Antimicrobiano
	Sigla
	VO
	IM
	IV

	Acido Nalidixico
	NA
	X
	
	
	
	Eritromicina
	E
	X
	
	X

	Ac Pipemidico
	PIP
	
	
	
	
	Gentamicina
	CN
	
	X
	X

	Amicacina
	AK
	
	X
	X
	
	Imipenem
	IPM
	
	
	X

	Amox./Ac.Clavul.
	AMC
	X
	
	
	
	Kanamicina
	K
	
	X
	X

	Ampicilina
	AMP
	X
	X
	X
	
	Meropenem
	MEM
	
	
	X

	Amp./Sulbactam
	SAM
	
	
	X
	
	Netilmicina
	NET
	
	X
	X

	Aztreonam
	ATM
	
	
	X
	
	Nitrofurantoina
	F
	X
	
	

	Cefalexina – 1ªG
	CL
	X
	
	
	
	Norfloxacina
	NOR
	X
	
	

	Cefalotina – 1ªG
	KF
	
	
	X
	
	Oxacilina
	OX
	X
	X
	X

	Cefepime – 4ª G
	FEP
	
	X
	X
	
	Penicilina
	P
	X
	X
	X

	Cefotaxime – 3ªG
	CTX
	
	X
	X
	
	Piperac./Tazob.
	TZP
	
	
	X

	Cefoxitina – 2ªG
	FOX
	
	X
	X
	
	Polimixina B
	PB
	
	
	X

	Ceftazidima – 3ªG
	CAZ
	
	X
	X
	
	Sulfamet./Trimet
	SXT
	X
	
	X

	Ceftriaxona – 3ªG
	CRO
	
	X
	X
	
	Tetraciclina
	TE
	X
	
	X

	Ciprofloxacina
	CIP
	X
	
	X
	
	Tobramicina
	TOB
	
	X
	X

	Clindamicina
	DA
	X
	X
	X
	
	Vancomicina
	VA
	X
	
	X

	Cloranfenicol
	C
	X
	
	X
	
	
	
	
	
	























Incubação 18 – 24 horas / 35 – 37ºC*





Liberação do resultado





Nº da cópia














Leitura dos halos e interpretação





Aprovação








Data:       /       /





Preparação do inóculo (escala McFarland)





Colônia Isolada (crescimento recente)








Verificação








Data:       /       /





Semeadura em meio próprio





3





Fig 4
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Aplicação dos discos (antimicrobianos)





25-30 mm





Elaboração








Data:       /        /
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1- Imipenem


2- Ceftazidima 


3- Cefoxitina


4- Ccefotaxima ou Ceftriaxona 


5- Amoxacilina com Ác. Clavulânico


6- Cefepima
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