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Utilizacdo a que se destina

Neo-Sensitabs sdo comprimidos utilizados para testes de sensibilidade in vitro semi-quantitativos, pelo método
de teste de comprimidos em agar/difusdo, de organismos nio fastidiosos frequentes de crescimento rapido,
certos agentes patogénicos bacterianos fastidiosos e leveduras.

Principios do método
Os Neo-Sensitabs contendo uma variedade de agentes antimicrobianos sdo aplicados na superficie de um meio
de cultura de agar adequado, que foi inoculado com uma cultura pura de isolados clinicos.

O organismo ndo fastidioso, que inclui Enterobacteriaceae, Staphylococcus spp., Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp., Enterococcus spp. e Vibrio cholerae, pode ser testado num meio de cultura sem sangue ou
outro suplemento como, por exemplo, agar Mueller Hinton Il (MH). O Haemophilus influenzae requer um meio
de cultura de teste de Haemophilus (HTM), o Neisseria gonorrhoeae requer uma base agar GC (GCA), o
Streptococcus pneumoniae e outros estreptococos requerem agar Mueller Hinton Il + sangue a 5 % (MH+B). A
levedura deve ser testada em dgar RPMI-1640 ou dgar shadomy modificado e os anaerébios requerem métodos
especiais.?

Ap0s a incubacdo, as placas sdo examinadas e os didmetros das zonas de inibicdo em volta dos comprimidos sao
medidos e comparados com as tabelas de interpretacdo das zonas de cada antibidtico a fim de determinar o(s)
agente(s) mais indicados para utilizagdo na terapéutica antimicrobiana.

Os Neo-Sensitabs sdo normalizados de acordo com os limites das concentracdes minimas inibitorias (MIC)
recomendados pelo CLSI (NCCLS).>* e EUCAST. Além disso, os Neo-Sensitabs sd3o ajustados aos limites MIC
recomendados por "Grupos de Normaliza¢do dos Testes de Sensibilidade" em Franca e Reino Unido. Os critérios
de interpretacdo dos didametros das zonas para os diferentes paises encontram-se no Guia do Utilizador dos Neo-
Sensitabs.!

Reagentes
Os Neo-Sensitabs sdo comprimidos de 9 mm contendo antimicrobianos cristalinos cuidadosamente misturados

com um granulado protector. Os comprimidos sdo impressos em ambos os lados com um cédigo exclusivo de 5
caracteres. Os Neo-Sensitabs sdo apresentados em cartuchos contendo cada um 50 comprimidos. Os cartuchos
podem ser utilizados com um dispensador de Neo-Sensitabs. Os dispensadores fornecem 7, 9, 12 ou 16 Neo-
Sensitabs de cada vez e, uma vez que os comprimidos tém a sua prépria pressdo em relacdo ao meio, ndo é
necessario exercer qualquer pressdo adicional nos comprimidos.

Instrucoes de conservacido

1) ApOs recepcdo, verifique o simbolo da temperatura no recipiente exterior. Os Neo-Sensitabs com um
simbolo de 2 °C a 8 °C devem ser conservados num frigorifico e os Neo-Sensitabs com um simbolo de 25 °C como
temperatura maxima no recipiente exterior devem ser conservados a temperatura ambiente.

2) Se os Neo-Sensitabs forem conservados no frigorifico, deixe o cartucho atingir a temperatura ambiente
antes de ser aberto, ou seja, aguarde 30 a 60 minutos, para evitar a condensagdo de dgua nos comprimidos.
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3) Os Neo-Sensitabs com o simbolo de temperatura de 2 °C a 8 °C podem ficar a temperatura ambiente
durante 2 meses, sem perda de actividade essencial.
4) Os cartuchos abertos colocados num dispensador devem ser utilizados no prazo de 2 meses para os Neo-

Sensitabs com o simbolo de temperatura de 2 °C a 8 °C, e no prazo de 12 meses para os Neo-Sensitabs com o
simbolo de temperatura inferior a 25 °C.

O prazo de validade nos cartuchos aplica-se apenas a cartuchos com tampas conservados a temperatura
correcta.

Precaucées
Cumprir as instrucdes de utilizacdo. O desempenho dos Neo-Sensitabs depende ndo sé da poténcia dos

comprimidos mas também da utilizacdo do indculo e das placas de agar correctos, da temperatura de incubacéo,
da interpretacdo correcta do didametro das zonas, da conservagdo correcta dos Neo-Sensitabs e da utilizagdo de
culturas de controlo.®

Amostra

A amostra deve ser perfeitamente tipica do local da infec¢do, ou seja, devem fazer-se todos os esforcos para
obter uma amostra representativa da bactéria patogénica relevante. Ver instrugdes, que incluem a preparagdo
do indculo.

METODO
Materiais fornecidos: Neo-Sensitabs de acordo com a rotulagem.

Materiais necessarios mas nao fornecidos: Meios de cultura, reagentes, organismos de controlo de qualidade e
equipamento de laboratdrio necessario para realizar o teste de sensibilidade de difusdo em agar por um método
normalizado. Prepare um padrdo de turvacdo da escala 0,5 de McFarland adicionando 0,5 mL de 0,048 M BaCl,
(1,175 % p/v BaCl;2H,0) a 99,5 mL de 0,18 M H,SO4 (1% (v/v)) mexendo constantemente. Em alternativa, é
possivel adquirir um padrdo ja preparado. Verifique utilizando um espectrofotdmetro com uma trajectéria da luz
de 1 cm e uma cuvete correspondente; a absorvéncia a 625 nm devera ser de 0,08 a 0,10.34

I. Instrugdes de utilizagio/Bactéria
I.1. Normalizag¢do do indculo de acordo com o CLSI (NCCLS) 3 e EUCAST

Método de suspensdo directa das colonias:

Suspendendo varias colénias morfologicamente semelhantes de uma placa de agar de 18-24 h (ndo selectiva)
em 4-5 mL de solugdo de NaCl a 0,9 %, é possivel desenvolver uma turvagdo equivalente ao padrdo do BaSOs (0,5
da escala de McFarland). O método é equivalente ao método normalizado do CLSI (NCCLS) e requer menos
tempo. A abordagem é recomendada para os testes de organismos fastidiosos como Haemophilus spp.,
N. gonorrhoeae, Moraxella catarrhalis, pneumococos/estreptococos e para os testes de estafilococos
relativamente & potencial resisténcia a meticilina ou a oxacilina.?

1.2. Inoculagdo

a) Nos 15 minutos seguintes, introduza uma compressa de algodao esterilizada na suspensdo ajustada e retire
o indéculo da compressa exercendo uma pressao firme sobre o interior do tubo.

b) Nos 15 minutos seguintes as compressas sdo utilizadas para inocular as placas de teste.

c) Inocule a superficie seca da placa de agar apropriada passando a compressa sobre toda a superficie. Deixe a
superficie secar 3 a 5 minutos ou, no maximo, 15 minutos antes de aplicar Neo-Sensitabs ao meio de cultura.

d) Seleccione os comprimidos apropriados, por exemplo, conforme recomendado pelo CLSI (NCCLS).® N3o
utilize mais do que nove Neo-Sensitabs por placa de 150 mm ou quatro Neo-Sensitabs por placa de 100 mm
guando estiver a testar H. influenzae, N. gonorrhoeae e Streptococcus spp..
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1.3. Incubacao e leitura das placas

a) Nos 15 minutos seguintes, coloque o lado com agar voltado para cima numa incubadora a 35°C. O
Haemophilus spp., o N. gonorrhoeae, o S. pneumoniae e outros estreptococos devem ser incubados numa
atmosfera enriquecida com CO;a 5 %.

b) Examine as placas apds 16 a 18 horas de incubagdo (20 a 24 h para N. gonorrhoeae, S. pneumoniae e outros
estreptococos). Recomenda-se uma incubag¢do de 24 horas completas para a detec¢do de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) e Enterococcus spp. resistentes a vancomicina. Mantenha a placa voltada para
cima para a luz transmitida e examine as zonas de oxacilina e vancomicina quanto ao crescimento ligeiro (coldnias
minusculas) de coldnias resistentes a meticilina ou a vancomicina, respectivamente, dentro de zonas de inibicdo
aparentes. Qualquer crescimento discernivel dentro da zona de inibicdo indica resisténcia a meticilina ou a
vancomicina. As bordas das zonas de inibi¢do contém um grande nimero de pequenas colénias quando se utiliza
trimetoprim, sulfonamidas e comprimidos de trimetoprim + sulfametoxazol. Neste caso, as zonas de inibicdo sdo
medidas até as coldnias de dimensdes normais (ignore o crescimento ligeiro e mega a margem mais ébvia). Para
mais pormenores, leia o Guia do Utilizador dos Neo-Sensitabs.!

c) Os didametros das zonas de inibicdo completa sdo medidos conforme determinado por inspec¢do visual
grosseira. As zonas sdao medidas até ao milimetro inteiro mais préximo.

Il. Instrugdes de utilizagdo/Leveduras

II.1. Preparagdo do indculo

O indculo deve resultar apenas num crescimento confluente. Para a maioria das estirpes, o indculo deve conter
aproximadamente 5x10°CFU/ mL (escala 0,5 de McFarland diluido 1+1 com solug3o salina). Para a Candida krusei
utilize um indculo equivalente a escala 0,5 de McFarland, diluido na proporcdo de 1:10 e para a Cryptococcus

spp. utilize um indculo equivalente a escala 1,0 de McFarland, nao diluido.

11.2. Inoculagdo

a) As placas sdo secas durante 20 a 25 minutos a 35 °C antes da inoculacdo.

b) Deita-se 0,5 mL (placa de 9 cm) ou 1,0 mL (placa de 14 cm) do indculo preparado sobre a superficie do
agar (inundagdo), sendo o excesso de liquido imediatamente removido com uma pipeta.

c) A placa aberta é seca a 35 °C durante 10 minutos e os comprimidos sdo colocados na superficie do agar.

11.3. Incubacao e leitura das placas

A incubacdo a 35 °C de um dia para o outro é adequada para a maioria das estirpes isoladas de infeccbes
sistémicas. O exame e a leitura da placa devem ter lugar ao fim de 18 a 24 horas. Se o crescimento ainda n3o for
visivel com determinadas estirpes, as placas podem ser reincubadas durante mais 24 horas, no maximo. Para a
Cryptococcus spp. incubar a 30 °C durante 42 a 48 horas.

11.4. Medigdo das zonas de inibicdo

Para os polienos (anfotericina B e nistatina), mede-se a zona transparente sem crescimento visivel no interior.
Para estes antifluingicos, as coldnias no interior da zona devem ser consideradas como mutantes resistentes. Para
os azois, os imidazdis e a terbinafina, as zonas devem ser medidas até as coldnias de dimensdes normais. Ha
frequentemente uma zona de crescimento de coldnias parcialmente inibidas cujas dimensGes sdo menores mais
proximo do comprimido do que na borda da zona real. Estas coldnias de pequena e média dimensdo nio sdo
mutantes resistentes. Os Neo-Sensitabs contendo imidazdis/azdis contém doxiciclina a fim de melhorar a
gualidade da leitura das suas zonas. Para a fluorocitosina, meca a zona até as coldnias de dimensGes normais. As
coldnias individuais no interior da zona sdo normalmente mutantes resistentes (isolar e testar novamente).

CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
O método de controlo de qualidade utilizando estirpes de ATCC deve ser aplicado pelo menos uma vez por
semana e sempre que for introduzido um novo lote de agar. O didgmetro medido deve encontrar-se dentro dos
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limites do diametro da zona de controlo da combinacdo especifica de Neo-Sensitabs e estirpes de controlo. Os
limites das estirpes de controlo sdo indicados nas tabelas e indicam o desempenho correcto de todo o método.?

RESULTADOS

Compare o diametro da zona registado com os indicados nas tabelas. Os resultados obtidos com um organismo
especifico podem ser relatados como Sensivel (S), Intermédio (I) ou Resistente (R)3:

Sensivel (S): E de esperar que a infecgdo devida a estirpe testada responda a uma dosagem normal do agente
antimicrobiano presente no comprimido.

Se forem especificados apenas critérios “S”: para certas combina¢des de organismos/antimicrobianas, a
auséncia de estirpes resistentes impede a definicdo de qualquer categoria que ndo seja sensivel. Para as estirpes
que produzem resultados que sugerem "nao sensivel", os resultados dos testes de identificagdo do organismo e
de sensibilidade antimicrobiana devem ser confirmados. Subsequentemente, os isolados devem ser enviados a
um laboratédrio de referéncia para se realizarem outros testes.

Intermédio (I): A categoria intermédia implica a aplicabilidade clinica em locais do organismo onde os farmacos
se concentram (por exemplo, na urina) ou quando é possivel utilizar uma dosagem elevada de um antimicrobiano
(por exemplo, beta-lactamicos). A categoria intermédia também inclui uma "zona tamp&do", que deve impedir
que pequenos factores técnicos ndo controlados causem grandes discrepancias nas interpretagdes; assim,
guando a zona esta abrangida pelos limites intermédios, os resultados podem ser considerados equivocos e, se
nao estiverem disponiveis farmacos alternativos, podera ser indicado realizar testes das MIC.

Resistente (R): Neste caso, o antimicrobiano ndo pode ser recomendado para o tratamento.

Testes de rastreio e confirmagdo para beta-lactamases de espectro alargado (ESBL)

As beta-lactamases transferiveis mediadas por plasmidios que produzem resisténcia relativamente as
cefalosporinas de terceira geragdo e aos monobactams (por exemplo, aztreonam) foram descritas em estirpes
de Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e outras enterobacteriaceas. Estas enzimas sdo classificadas como
beta-lactamases de espectro alargado (ESBL) e foram implicadas na resisténcia clinica aos monobactams e as
cefalosporinas de largo espectro. Algumas destas estirpes revelardo zonas de inibicdo inferiores as estirpes
sensiveis normais mas’ superiores aos limites normalizados de certas cefalosporinas de largo espectro ou do
aztreonam. Estas estirpes podem ser despistadas utilizando os limites de rastreio das ESBL apropriados. A maioria
das ESBL sdo inibidas por acido clavulanico, tazobactam ou sulbactam e podem ser rapidamente detectadas pelo
teste de sinergia de disco duplo (comprimido).® A ceftazidima + clavulanato e a cefepima + clavulanato s3o muito
Uteis para os testes de confirmacdo das ESBL. Para mais informacdes, consultar o Guia do Utilizador dos Neo-
Sensitabs (www.rosco.dk).! Todas as estirpes de ESBL devem ser relatadas como sendo resistentes a todas as
penicilinas, cefalosporinas e ao aztreonam.

Estafilococos resistentes a meticilina

O rastreio dos MRSA e da resisténcia a meticilina (oxacilina) em estafilococos coagulase-negativa deve ser
efectuado utilizando Oxacilina 1 pg e Cefoxitina. A resisténcia indica que todos os beta-lactdamicos devem ser
relatados como resistentes. Para mais informagdes, consultar o Guia do Utilizador dos Neo-Sensitabs
(www.rosco.dk).

Staphylococcus aureus com sensibilidade reduzida a vancomicina (hVISA, VISA(GISA) e VRSA)

O Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA) deve ser detectado utilizando 5 pg de vancomicina,
mas a capacidade de detec¢do de VRSA é desconhecida (ou seja, ndo avaliada, pois existem poucos isolados
clinicos de VRSA detectados em todo o mundo). As estirpes com susceptibilidade reduzida a vancomicina (hVISA
e VISA(GISA)) ndo podem ser detectadas com o actual método de difusdo. Mais informagdes podem ser obtidas
no manual do utilizador das Neo-Sensitabs (Neo-Sensitabs User's Guide.?

Enterococos resistentes a vancomicina (VRE)

A detec¢do de VRE pelo método de difusdo requer o seguinte:

1) Utilizacdo de Neo-Sensitabs com Vancomicina 5 pg,

2) Incubagdo durante 24 horas completas,

3) Exame cuidadoso da zona de inibicdo.

As estirpes sensiveis revelam uma zona com borda acentuada, ao passo que as estirpes resistentes revelam uma
borda esbatida. Para mais informacdes, consultar o Guia do Utilizador dos Neo-Sensitabs.!

Resisténcia de alto nivel aos aminoglicosideos (HLR)
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A resisténcia de alto nivel aos aminoglicosideos é uma indicagdo de que um isolado de enterococos nao sera
afectado sinergisticamente por uma combinagdo de uma penicilina ou glicopeptideo mais um aminoglicosideo.
O rastreio da resisténcia de alto nivel a gentamicina e a estreptomicina deve ser efectuado em isolados de
enterococos provenientes de sangue ou de liquido cefalorraquidiano (LCR). Os Neo-Sensitabs de alto teor como
a Gentamicina 250 pg, Canamicina 500 pg e Estreptomicina 500 pg sdo utilizados para despistar este tipo de
resisténcia.

LIMITACOES DOS METODOS DE DIFUSAO

O objectivo da utilizagdo de Neo-Sensitabs é proporcionar a realizagdo de testes rapidos e rigorosos de
sensibilidade antimicrobiana. Os resultados aceitaveis obtidos de estirpes de controlo de qualidade ndo
garantem resultados rigorosos com todos os isolados de doentes. Quando se detectam resultados atipicos ou
inconsistentes, devem repetir-se os testes e/ou repetir o processo de identificacdo para garantir resultados
rigorosos. E de considerar se os resultados imprevistos devem ser relatados, podendo os isolados ser enviados
para laboratérios de referéncia para a realizacdo de outros testes.

Podem ocorrer resultados que induzem perigosamente em erro quando certos antimicrobianos sdo testados
relativamente a microrganismos especificos.>® Em certas espécies, os mecanismos resistentes s3o mais dificeis
de detectar do que noutras, podendo alguns resultados aparecer activos in vitro, mesmo que os agentes
antimicrobianos ndo sejam clinicamente eficazes. Estas combinag¢des incluem o seguinte:

e Todos os antibidticos beta-lactamicos (excepto a oxacilina e a meticilina) contra os estafilococos resistentes a
meticilina

o Cefalosporinas, aminoglicosideos (excepto nos testes da resisténcia de alto nivel), clindamicina e trimetoprim
+ sulfametoxazol contra enterococos

o Cefalosporinas de primeira e segunda geragdo e aminoglicosideos contra a Salmonella spp. e a Shigella spp.

e Cefalosporinas contra a Listeria spp.

o Os glicopéptidos contra o S. aureus com susceptibilidade reduzida a vancomicina

e As cefalosporinas e o aztreonam contra es estirbes de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Proteus
mirabilis produtoras de beta-lactamases de largo espectro.

Os relatdrios de rotina de resultados provenientes de estirpes isoladas do LCF podem induzir perigosamente em
erro para o tratamento dos doentes nos seguintes casos:

o Agentes administrados apenas por via oral

o Cefalosporinas de primeira e segunda geragao (excepto cefuroxima sddica)
e Clindamicina

e Macrolideos

e Tetraciclinas

e Fluoroquinolonas

Certos antimicrobianos estdo associados ao aparecimento de resisténcia durante a terapéutica prolongada.
Como consequéncia, os isolados inicialmente sensiveis podem tornar-se resistentes ao fim de alguns dias apds o
inicio do tratamento. Tal ocorre com mais frequéncia nos seguintes casos:

e Enterobacter, Citrobacter e Serratia spp. com cefalosporinas de terceira geragdo
e Pseudomonas aeruginosa com a maioria dos antimicrobianos
e Estafilococos com quinolonas

Essencialmente todos os isolados de Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Citrobacter freundii, Providencia spp.,
Proteus spp. (excepto P. mirabilis), Serratia marcescens e P. aeruginosa possuem os genes para a produgdo de
beta-lactamase do grupo I. Por conseguinte, ndo ha informagGes Uteis resultantes da demonstragdo da indugdo
in vitro da enzima. Os laboratérios devem concentrar-se na repeticdo dos testes (cada 3-4 dias) de isolados
recuperados repetidamente de doentes infectados durante a terapéutica para detectar a seleccdo de clones que
produzem, de forma constitutiva, beta-lactamase do grupo I.
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