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UTILIZAGAO PRETENDIDA

Estes discos séo recomendados para utilizagao na identificagao presuntiva de bacilos anaerdbios gram-negativos com base nas
diferencas de sensibilidade a agentes antimicrobianos. Este procedimento ndo deve ser utilizado para fins terapéuticos.

RESUMO E EXPLICAGAO

Sutter e Finegold referiram o valor dos discos de antibiético de poténcia especial na diferenciagédo de espécies de Bacteroides e
Fusobacterium, com base em padrdes de inibigdo do antibiético.” Os padrdes, em conjunto com as observagdes microscopicas e
das colonias e de um numero limitado de testes bioquimicos, permitiram a identificagdo presuntiva rapida de bacilos anaerébios.
Um protocolo de diferenciagdo idéntico foi adoptado pelos Centers for Disease Control (CDC).2

Sutter et al. recomendam a utilizagao de discos de 1 mg de kanamicina, 5 pg de vancomicina e 10 ug de colistina, com culturas
puras semeadas com riscas em Agar de sangue para Brucella com hemina e vitamina K4, com um ponto de corte do didametro

da zona de 10 mm para apresentagdo do resultado de sensibilidade ou resisténcia.3 O protocolo do CDC utiliza discos de 2
unidades de penicilina, 15 ug de rifampicina e 1 mg de kanamicina em Agar de sangue para anaerébios CDC, um meio enriquecido
suplementado com hemina e vitamina K, com critérios de didmetro superior para a zona.2 O protocolo de teste BBL utiliza estes
cinco discos em qualquer um dos meios e o ponto de corte do diametro da zona de 10 mm.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

Estes discos séo utilizados para diferenciagéo de bacilos anaerobios Gram-negativos com base no teste in vitro de

culturas puras contra agentes antimicrobianos seleccionados, utilizando o método de difusdo em agar. O crescimento dos
microrganismos pode ser inibido pela difusdo do agente antimicrobiano para fora do disco, o que resulta numa zona de inibigéo
em redor do disco. A diferenciagéo baseia-se na presenca de zonas de inibigao iguais ou superiores a 10 mm (sensivel) ou
inferiores a 10 mm (resistente).

DESCRIGAO DO PRODUTO

Estes discos com cerca de 6 mm sao fabricados em papel absorvente de alta qualidade impregnado com quantidades exactas

de agentes antimicrobianos. Os antimicrobianos s&o fornecidos em cartuchos contendo 50 discos cada. O ultimo disco de cada
cartucho esta marcado com um “X” e contém o farmaco conforme codificado. Os cartuchos destinam-se a serem utilizados com os
distribuidores de disco unico BBL.

Adverténcias e Precaugoes:

Para diagnéstico in vitro.

Os discos Taxo Kanamycin 1 mg e Taxo Rifampin 15 pg ndo se destinam a ser utilizados em testes de sensibilidade para fins
terapéuticos.

Utilizar técnicas assépticas e cumprir as precaugdes estabelecidas contra perigos microbiolégicos em todos os procedimentos.

Ap0s a utilizacao, esterilizar em autoclave as placas de teste e outros materiais contaminados.

Instrucdes de armazenamento:

1. Ap0s a recepcao, armazenar os recipientes dos discos entre -20 e +8 °C. Se o frigorifico do laboratério for aberto e fechado
com frequéncia e nao for possivel manter uma temperatura adequada, armazenar apenas uma quantidade suficiente para
usar no prazo de uma semana.

2. Deixar os recipientes atingirem a temperatura ambiente antes de os abrir. Voltar a colocar os discos nao utilizados no
frigorifico quando se concluir a aplicagdo dos discos.

3. Utilizar primeiro os discos mais antigos.

4. Eliminar os discos cujo prazo de validade terminou. Eliminar igualmente os cartuchos dos quais tenham sido frequentemente
retirados discos durante uma semana. Eliminar os discos que tenham ficado durante a noite no laboratério ou testar o seu
desempenho.

5. Se os discos originarem zonas incorrectas com os microrganismos de controlo recomendados, devera verificar-se todo o
procedimento; as dimensdes de zona inadequadas poderédo dever-se ao disco, a inoculagéo, a preparagao ou profundidade
do meio ou a outros factores.

O prazo de validade s6 se aplica a discos no recipiente intacto, armazenado conforme indicado.

AMOSTRAS

Estes discos ndo devem ser utilizados directamente com amostras clinicas, nem com outras fontes contendo flora microbiana
mista. O microrganismo que vai ser identificado presuntivamente deve primeiro ser isolado como colénias separadas, através da
cultura da amostra, fazendo riscas em placas com meios de cultura apropriados.

PROCEDIMENTO

Material fornecido: Esta embalagem contém discos para diferenciagcdo de bacilos anaerébios Gram-negativos, conforme indicado
no rétulo.



Material necessario mas nao fornecido: Meios de cultura auxiliares, reagentes, microrganismos de controlo da qualidade e
equipamento laboratorial, conforme necessario para este procedimento.

Procedimento do teste:

1. Preparagao do inéculo com culturas de teste e de controlo

a. Antes da inoculagéo, desaperte a tampa de um tubo de meio liquido para inéculo, p. ex. Meio liquido Schaedler com
vitamina K; ou um meio alternativo adequado, e aquega em banho-maria com agua a ferver para expulsar o oxigénio; volte
a tapar o frasco e arrefega a temperatura ambiente ou reduza o meio liquido para inéculo, de um dia para o outro, numa
jarra de anaerobiose.

b. Efectue uma coloracdo Gram. Utilize exclusivamente culturas puras.

c. Seleccione trés ou quatro coldnias semelhantes e inocule o meio liquido para in6culo.

d. Incube em atmosfera anaerdbia a 35 °C, durante 18 a 24 h, ou até ser observada uma turvacéo intensa; ajuste a turvagéo
para que seja comparavel a um padrao de sulfato de bario no.° 1 de McFarland.

2. Inoculagéo

a. Aquega previamente até & temperatura ambiente as placas de Agar de sangue para anaerdbios CDC ou Agar de sangue
para Brucella com hemina e vitamina K. As superficies do dgar devem estar lisas e humidas.

b. Decorridos 15 min apds o ajustamento da turvacao do inéculo, mergulhe uma zaragatoa estéril no indculo correctamente
diluido e rode varias vezes, com firmeza, contra a parte superior da parede interna do tubo, para remover o liquido em
excesso.

c. Inocule toda a superficie do agar da placa trés vezes, rodando a placa 60° entre cada série de riscas, para obter uma
inoculagéo uniforme.

d. Volte a colocar a tampa da placa e mantenha-a a temperatura ambiente durante 3 a 5 min, para permitir a absorgéo da
humidade do inéculo.

e. Distribua uniformemente os discos sobre a superficie do agar inoculado, com uma pinga estéril ou um distribuidor de disco
Unico, e pressione com uma agulha ou pinga estéril para um contacto completo com a superficie do meio.

f. Incube de imediato a 35 °C em condi¢des de anaerobiose.

g. Examine as placas ap6s um periodo de 48 h. Meca e registe o didmetro de cada uma das zonas de inibigao e arredonde ao
milimetro: inferior a 10 mm indica microrganismos resistentes; igual ou superior a 10 mm indica microrganismos sensiveis.

Controlo de qualidade pelo utilizador: Os testes de controlo com culturas conhecidas devem ser incluidos sempre que for
efectuado um teste de sensibilidade. Sdo recomendados os seguintes microrganismos:

Agente antimicrobiano e cédigo

Microrganismo Kanamicina Rifampicina Penicilina Vancomicina Colistina
K RA P-2 Va-5 CL-10
Bacteroides fragilis
ATCC 25285 R S R R R
Fusobacterium mortiferum
ATCC 9817 S R S R S

S = Sensivel (zonas = 10 mm)R = Resistente (zonas < 10 mm)

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos ou requisitos de acreditagéo
europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos padrdo de controlo de qualidade do seu laboratério. E recomendado
que o utilizador consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este assunto, para obter orientagdes
sobre praticas de controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS

Compare os padroes de reactividade com os padrdes mostrados na tabela.

Inibigdo de espécies de Bacteroides e Fusobacterium com discos de antibiéticost

Agente antimicrobiano e cédigo

Microrganismo Kanamicina Rifampina Penicilina Vancomicina Colistina
K RA P-2 VA-5 CL-10

B. fragilis gruppe* R S R R R
P. melaninogenica RS S S RS Sr
P. buccalis og P. veroralis R S S RS Sr
B. ureolyticus S S S R S
F. mortiferum S R Sr R S
F. varium S R Sr R S
F. necrophorum S S S R S
F. nucleatum S S S R S

S = Sensivel (zonas = 10 mm); S" = maioria das estirpes sensivel.

R = Resistente (zonas < 10 mm); RS = maioria das estirpes resistente.

+ Os dados foram obtidos em Agar de sangue para anaerdbios CDC e em Agar de sangue para Brucella com hemina e vitamina
K,.* O grupo do B. fragilis inclui o B. fragilis, B. distasonis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, B. vulgatus e B. uniformis.



LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Devera consultar as referéncias bibliograficas para obter um esquema completo das caracteristicas morfologicas e bioquimicas
que, em conjunto com estes padrdes de inibigdo dos antibioticos, permitira uma identificagdo presuntiva.’-4 Apds a identificagao
presuntiva, deverao ser realizados procedimentos de identificagdo definitiva, para estabelecer a validade da identificagdo
presuntiva. Para mais informagdes deverao ser consultadas as referéncias bibliograficas adequadas.2-8

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes de serem comercializados, todos os lotes de BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs séo testados para verificar

as caracteristicas especificas do produto. As amostras sdo analisadas relativamente a poténcia de cada um dos agentes
antimicrobianos contidos no kit.

Além disso, as placas de Agar de sangue ovino a 5% para anaerébios CDC e de Agar de sangue para Brucella com hemina e
vitamina K, sdo inoculadas com zaragatoa com culturas de Bacteroides fragilis (ATCC 25285) e Fusobacterium mortiferum (ATCC
9817). As amostras sdo colocadas sobre as placas inoculadas e incubadas a 35 + 2°C, em condigdes de anaerobiose. Apds 48 h
de incubacéo, é efectuada a leitura das zonas de inibigdo em redor de cada um dos discos. O B. fragilis é resistente (< 10 mm)

a kanamicina, penicilina, vancomicina e colistina e sensivel (= 10 mm) a rifampicina. O F. mortiferum é resistente (< 10 mm) a
rifampicina e vancomicina e sensivel (= 10 mm) a kanamicina, penicilina e colistina.

APRESENTAGAO
No.° cat. Descrigao
231651 BD BBL Taxo Anaerobe Differentiation Discs Set, 50 testes
Componentes do conjunto — um cartucho com 50 discos de cada um dos seguintes agentes antimicrobianos:
BBL Taxo Kanamycin, 1 mg
BBL Taxo Rifampin, 15 ug
Sensi-Disc Penicillin, 2 unidades
Sensi-Disc Vancomycin, 5 ug
Sensi-Disc Colistin, 10 pg
231562 BD BBL Taxo Kanamycin, discos de 1 mg, cartucho tnico com 50 discos
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