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BD Oxacillin Screen Agar

UTILIZACAO PRETENDIDA

O BD Oxacillin Screen Agar (originalmente denominado por MRSA Screen Agar) foi
desenvolvido para a detecgdo de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina/oxacilina
(MRSA, ORSA). Uma vez que o método utilizado para detectar os MRSA utiliza 0 mesmo
in6culo que o procedimento do teste de sensibilidade em disco de antimicrobiano de Bauer-
Kirby, o teste de rastreio de oxacilina podera ser realizado sem qualquer inconveniente nos
isolados ao mesmo tempo que os teste de sensibilidade de rotina.

PRINCIPIOS E EXPLICACAO DO PROCEDIMENTO

Método microbiolégico.

A resisténcia a penicilina nas espécies de S. aureus foi observada logo ap6s a introducéo da
penicilina nos finais da década de 40.* Nos finais da década de 60, as estirpes de S. aureus
resistentes & meticilina/oxacilina comecaram a ser isoladas nos Estados Unidos.?

Existem trés mecanismos de resisténcia diferentes que contribuem para a resisténcia a
oxacilina na espécie S. aureus. Estes mecanismos sao: (1) o tipo classico que envolve a
producado de uma proteina de ligacao a penicilina (PLP) suplementar esta codificado por um
gene mecA cromossomico, (2) a hiperproducéo de B-lactamase e (3) a producéo de PLPs
modificadas, que reduz a afinidade dos organismos quantos aos antibiéticos R-lactamicos.®

As caracteristicas que poderédo contribuir para a diferenciagcéo entre os trés tipos de resisténcia
a oxacilina (meticilina) estéo descritas em pormenor no Manual of Clinical Microbiology, 9™ ed.?

As estirpes que contém o gene mec (resisténcia classica) sdo resistentes as penicilinas
resistentes a penicilinase (PRP) como, por exemplo, a meticilina, oxacilina e nafcilina e podem
ser homogéneas ou heterogéneas relativamente a sua expressao de resisténcia. No que
respeita a expressao homogénea, quase todas as células demonstram resisténcia quando sdo
analisadas através de testes padrao in vitro. Relativamente a expressao heterorresistente,
determinadas células revelam-se aparentemente sensiveis e outras resistentes. Normalmente,
apenas 1 em 10%*a 1 em 108 células na populacdo de teste demonstram resisténcia. A
expressao heterogénea resulta ocasionalmente em CIM gue se situam aparentemente no limite;
ou seja, CIM de oxacilina de 4 a 8 ug/mL. Os isolados que apresentam uma resisténcia classica
sdo normalmente resistentes a outros agentes como, por exemplo, a eritromicina, clindamicina,
cloranfenicol, tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol, uma quinolona ou um aminoglicosideo.?
A resisténcia mediada pela hiper producao de R-lactamase ou pela presenca de PLPs
modificadas resulta também na resisténcia no limite. Os isolados que resistentes através da
hiperproducéo de 3-lactamase ou do mecanismo de PLPs modificadas, ndo apresentam,
normalmente, uma resisténcia a varios farmacos.® Além disso, é pouco provavel que estes
isolados se desenvolvam na placa de agar de rastreio.*®

A populacgéo resistente a meticilina desenvolve-se mais lentamente, prefere uma temperatura
de incubacdo mais baixa e uma concentracéo de sal elevada.

O BD Oxacillin Screen Agar contém agar de Mueller Hinton que consiste num meio
normalizado para o procedimento de difusdo de disco para os testes de sensibilidade aos
antimicrobianos de bactérias aerébias.® O cloreto de sddio é adicionado para reforcar o
crescimento de sub-populacdes resistentes as PRP. A oxacilina é mais utilizada para a
deteccao da resisténcia as PRP, uma vez que é mais estavel e apresenta resultados mais
fiaveis (consultar a Tabela 2C [M100 (M2)] e a Tabela 2C no documento M100 [M7] do CLSI).”®

PA-257658.01 -1-



REAGENTES
BD Oxacillin Screen Agar
Férmula* por Litro de Agua Purificada

Extracto de bovino 20g Oxacilina 0,006
Hidrolisado acido de caseina 17,5 Agar 17,0
Amido 15 pH7,3+0,2

Cloreto de sédio 40,0

*Ajustada e/ou suplementada, conforme necessario, para cumprir os critérios do desempenho.

PRECAUCOES

. Apenas para uso profissional. ®

N&o utilizar as placas que apresentem sinais de contaminacdo microbiana, descoloracéo,
secura, fissuras ou outros sinais de deterioragéao.

Consultar as INSTRUCOES GERAIS DE UTILIZACAO para informag&o sobre os
procedimentos de manuseamento asséptico, os riscos biolégicos e os procedimentos de
eliminagéo do produto usado.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE

Apdés recepcdo das placas, conservar no escuro a uma temperatura entre 2 e 8°C, dentro do
invllucro original até ao momento da utilizagdo. Evitar congelar e aquecer excessivamente. As
placas podem ser inoculadas até ao prazo de validade (ver a etiqueta da embalagem) e
incubadas durante o tempo de incubag¢éo recomendado.

As placas sédo fornecidas em pilhas de 10 placas e, quando uma destas pilhas é aberta, as
respectivas placas terdo de ser utilizadas no prazo maximo de uma semana, se forem
conservadas em local limpo a uma temperatura entre 2 e 8°C.

CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR

Inocular as amostras representativas com as culturas listadas abaixo. Suspender varias
colénias bem isoladas do organismos de teste a partir de uma cultura em placa de 18 a 24 h
para um tubo de BD Trypticase Soy Broth e ajustar a turvacao até obter o padréo de turvagéo
0,5 de McFarland. Inocular aleatoriamente o BD Oxacillin Screen Agar com 10 pL de
suspensdo de teste utilizando uma micropipeta. Em alternativa, saturar uma zaragatoa de
algoddo com a suspensao de teste e pressionar suavemente contra a parede interior do tubo
para retirar o fluido em excesso. Espalhar na placa deslocando a zaragatoa sobre uma area
com aproximadamente 2,5 cm. Incluir uma placa de BD Trypticase Soy Agar Il with 5% Sheep
Blood (TSA II) (agar de soja Trypticase Il com sangue de ovelha a 5%) ou de BD Columbia
Agar with 5% Sheep Blood (agar de Columbia com sangue de ovelha a 5%) como um meio de
referéncia de crescimento néo selectivo.

Incubar as placas em condicfes aerébias a uma temperatura entre 30 e 35°C. N&o ultrapassar
0s 35°C. Incubar as placas durante um periodo completo de 24 h.

Estirpes Resultados de crescimento

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Nenhum crescimento a 24 h de incubacéo
(sensivel)

Staphylococcus aureus ATCC 43300 Crescimento a 24 h de incubacéo (resistente)

N&o inoculadas Ambar claro, transparente a opaco muito
ligeiramente

PROCEDIMENTO
Materiais fornecidos
BD Oxacillin Screen Agar (placas Stacker de 90 mm). Microbiologicamente controlado.

Materiais néo fornecidos
Meios de cultura auxiliares, reagentes e equipamento laboratorial, conforme necessario.
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Tipos de amostra

Este meio ndo se destina a utilizacdo para o isolamento de MRSA/ORSA provenientes de
amostras clinicas. Em vez disso, o meio é inoculado com culturas puras de isolados
presumivelmente identificados como Staphylococcus aureus (consultar as seccdes
Procedimento do teste e CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO E LIMITACOES DO
PROCEDIMENTO).

Procedimento do teste

1. Identificar presumivelmente o isolado como um Staphylococcus aureus, por exemplo,
através de testes de coagulase em lamina ou em tubo (ou através de uma identificacéo
bioquimica completa).

2. Preparar o in6culo, suspendendo varias colonias bem isoladas do isolado de teste S. aureus
a partir de uma cultura em placa de 18 a 24 h para um tubo com um meio liquido adequado,
como exemplo, o Caldo de Soja Trypticase e ajustar a turvagéo até obter o padrédo de
turvacéo 0,5 de McFarland.

3. Inocular aleatoriamente o BD Oxacillin Screen Agar com 10 L da suspenséo de teste
utilizando uma micropipeta.

4. Em alternativa, saturar uma zaragatoa com a suspensao de teste e pressionar suavemente
contra a parede interior do tubo para retirar o fluido em excesso. Espalhar na placa
deslocando a zaragatoa sobre uma area com aproximadamente 2,54 cm.

Incluir uma placa de BD Trypticase Soy Agar Il with 5% Sheep Blood (TSA Il) (agar de
soja Trypticase Il com sangue de ovelha a 5%) ou de BD Columbia Agar with 5% Sheep
Blood (agar de Columbia com sangue de ovelha a 5%) como um controlo de referéncia de
crescimento nao selectivo.

5. As placas de teste e de controlo podem ser divididas em varios sectores cuneiformes
marcando a parte inferior da placa. E possivel testar varios isolados em cada placa. No
entanto, deve-se utilizar e incubar cada placa apenas uma vez. NAO VOLTAR A UTILIZAR
NEM A INCUBAR um BD Oxacillin Screen Agar.

6. Incubar as placas a uma temperatura entre 30 e 35°C durante um periodo completo de
24 h. Nao ultrapassar os 35°C.

Resultados

Apés a incubacéo, examinar as placas para verificar se existem indicios de crescimento.
Convém referir que as placas neste meio deverao ser cuidadosamente inspeccionadas. Além
disso, a presenca de col6nias muito pequenas, ou até mesmo de uma coldnia, indica que o
isolado é resistente a meticilina (oxacilina). O facto de nao existir qualquer indicio de
crescimento significa que o organismo é sensivel as PRP (meticilina, nafcilina e oxacilina). Os
isolados que se desenvolvem no Oxacillin Screen Agar deveréo ser referidos como resistentes
a todos os agentes antimicrobianos 3-lactamicos, incluindo combinacg8es de inibidores de 3-
lactamase/R3-lactamicos e cefalosporinas.

Nota: Periodicamente séo publicadas informacdes suplementares ao Documento M2 do CLSI, ou versfes
revistas, que contém revis6es de tabelas de discos de antimicrobianos e de padrdes de interpretacao.
Para conhecer as recomendacges actuais, deverdo ser consultadas as ultimas tabelas disponiveis. O
padrdo completo e os suplementos informativos podem ser encomendados ao Clinical and Laboratory
Standards Institute, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, PA 19087-1898 EUA. Telefone: +1-610-
688-1100.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO E LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

O BD Oxacillin Screen Agar consiste num meio padrédo para a deteccdo de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina/oxacilina (MRSA, ORSA).*%*®

Estudos internos demonstraram que existe uma diferenga no tamanho do inéculo entre inocular
com 10 pL da suspensao de teste utilizando uma micropipeta e inocular a placa com uma
zaragatoa. A probabilidade de aparecimento da sub-populacéo resistente € maior numa
populacéo de células bacterianas de grande dimenséo. A detecgdo de resisténcia,
especialmente com a populacéo heterogeneamente resistente, é reforcada com o inéculo de
maior gimenséo obtido através da utilizagdo de uma micropipeta e da inoculac¢éo da placa como
10 pL.
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Qualquer isolado que se desenvolva neste meio devera ser testado de forma quantitativa
através da diluicdo num caldo ou agar ou através de métodos moleculares (determinacéo do
gene mecA) para confirmar a resisténcia a oxacilina e ainda a resisténcia a outros agentes
antimicrobianos que séo caracteristicos do MRSA como, por exemplo, o cloranfenicol,
clindamicina, eritromicina, gentamicina e tetraciclina.

Resultados do desempenho®

Num ensaio de campo num hospital metropolitana de grandes dimensdes, foram testados 152
isolados de S. aureus no BD Oxacillin Screen Agar (inicialmente MRSA Screen Agar) em
comparagdo com um procedimento de diluicdo em agar de referéncia relativamente a
resisténcia a meticilina. No total, 121 isolados foram considerados sensiveis por ambos os
métodos. 30 isolados revelaram ser resistentes (MRSA) por ambos os métodos. O Unico isolado
gue restou desenvolveu-se no MRSA Screen Agar mas era sensivel a meticilina. Assim, a
sensibilidade do teste foi de 100% e a especificidade de 99,2%.

Limitagdes do procedimento

Ocasionalmente, os isolados de S. aureus com CIM resistentes no limite poderdo nao se
desenvolver no periodo de 24 h. Recomenda-se que quaisquer resultados ambiguos
demonstrados na placa de rastreio sejam confirmados com um teste de CIM padréo.

Este meio ndo deve ser utilizado para o isolamento de MRSA directamente a partir de amostras
clinicas.

N&o se recomenda a utilizagdo do BD Oxacillin Screen Agar para a detec¢éo de estafilococos
negativos para a coagulase resistentes a meticilina/oxacilina.
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EMBALAGEM/APRESENTACAO
BD Oxacillin Screen Agar
No. de cat. 257658 Meios em placas prontos a usar, 20 placas

INFORMACOES ADICIONAIS
Para obter informag¢@es adicionais, contacte o representante local da BD.
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Becton Dickinson GmbH

Tullastrasse 8 — 12

D-69126 Heidelberg/Germany

Phone: +49-62 21-30 50 Fax: +49-62 21-30 52 16
Reception_Germany@europe.bd.com

http://www.bd.com
http://www.bd.com/europe/regulatory/

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo and all other trademarks are the property of Becton, Dickinson and Company. © 2013 BD
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