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BD BBL CHROMagar ESBL (Biplate)

UTILIZACAO PRETENDIDA

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) € um meio de rastreio cromogénico e seletivo para o
isolamento de Enterobacteriaceae e outros bastonetes Gram-negativos que produzem beta-
lactamases de largo espectro (ESBL) As amostras adequadas incluem zaragatoas retais e
varias outras amostras clinicas (consulte Tipos de amostra). Este meio também permite a
identificacdo de E. coli, sem necessidade de outros testes de confirmacéo, e a detecao dos
grupos de microrganismos Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia e Proteus-Morganella-
Providencia se os isolados forem resistentes aos antibidticos incluidos no meio. Os isolados
obtidos neste meio devem ser confirmados como produtores de ESBL através de testes
adicionais.

PRINCIPIOS E EXPLICACAO DO PROCEDIMENTO

A resisténcia a beta-lactamicos de largo espectro, incluindo as cefalosporinas de terceira
geracao, € mediada por varios mecanismos de resisténcia. Entre estes, a resisténcia mediada
por plasmideos devido a beta-lactamases de largo espectro (ESBL) € o mecanismo mais
importante, visto que apresenta uma propagac¢ao epidémica em unidades de cuidados
intensivos e outros ambientes hospitalares. Tipicamente, as estirpes que produzem ESBL s&o
sensiveis a inibidores da beta-lactamase (p. ex., acido clavulanico), cefamicinas (p. ex.,
cefoxitina) e carbapenemes.!® Mais recentemente, foram notificadas estirpes que expressam
resisténcia aos carbapenemes (produtoras de carbapenemase) e que também sao resistentes
as cefalosporinas de terceira geragdo (com excecado de algumas estirpes produtoras de OXA-
48).2

Estes tipos de enzimas beta-lactamase foram observados nos microrganismos Klebsiella,
Escherichia coli e, embora mais raramente, noutros géneros de Enterobacteriaceae.

O meio BBL CHROMagar ESBL (Biplate) é baseado em BBL CHROMagar Orientation, o
qual foi desenvolvido originalmente por A. Rambach, CHROMagar, Paris, France. A BD, no
ambito de um acordo de licenciamento, optimizou esta formulacdo com recurso a propriedade
intelectual exclusiva usada no fabrico do meio em placa preparado BBL CHROMagar
Orientation. No meio BBL CHROMagar Orientation, os nutrientes sao fornecidos por
peptonas selecionadas para esse efeito. A mistura de cromogénios é constituida por substratos
artificiais (cromogénios) que libertam compostos de vérias cores na sequéncia de degradacéo
por enzimas microbianas especificas, assegurando assim a diferenciagéo direta de
determinadas espécies, ou a detecao de determinados grupos de microrganismos, utilizando
apenas um numero minimo de testes de confirmacao. Através do desenvolvimento de cores
diferentes, o meio cromogénico fornecido no BBL CHROMagar ESBL (Biplate) permite a
detecdo facil de culturas mistas de microrganismos Gram-negativos e a identificagéo de E. coli
(cor-de-rosa a malva) sem necessidade de outros testes de confirmacéo, assim como a detecéo
de Klebsiella-Enterobacter-Citrobacter-Serratia (azul esverdeado a azul) e Proteus-Morganella-
Providencia (incolor a castanho amarelado com halos castanhos radiados no meio) e de outros
bastonetes Gram-negativos (apresentados na respetiva cor natural) se os isolados forem
resistentes as cefalosporinas de largo espectro incluidas no meio.

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) € constituido por dois meios que preenchem uma biplaca.
Cada um dos dois meios contém um tipo diferente de cefalosporina de terceira geragao, numa
concentracdo adequada a detecado de resisténcia, em conjunto com outros agentes seletivos
gue inibem a flora de acompanhamento presente na amostra. O meio 2 foi suplementado com
oxido de titanio para permitir uma diferenciacao visual facil dos dois meios. Os dois meios
devem ser inoculados com a mesma amostra ou isolado. As bactérias Gram-negativas, p. ex,
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Enterobacteriaceae e outros microrganismos néo fermentadores, apresentam crescimento no
meio se forem resistentes aos antimicrobianos utilizados.

Nos métodos tradicionais, as amostras com suspeita de presenca de produtores de ESBL
devem ser primeiro colocadas em meio de isolamento padrao para obter culturas puras. Apos a
incubacgédo, devem ser testadas relativamente a sensibilidade. O processo de isolamento e teste
da sensibilidade demora pelo menos 48 horas. Uma vez que apenas uma percentagem
relativamente pequena de amostras contém produtores de ESBL, este é um processo moroso e
dispendioso.

Quando o BBL CHROMagar ESBL (Biplate) é utilizado, a amostra € espalhada por riscagem
nos dois meios da placa. Apds incubacéo de um dia para o outro durante 18 a 28 horas
(idealmente 20 a 22 horas), o crescimento de um isolado em um ou ambos os meios indica a
presenca de um produtor de ESBL potencial. E necessaria a confirmac&o através de testes da
sensibilidade ou métodos moleculares.

Em comparacdo com o isolamento ndo seletivo seguido de teste da sensibilidade, a utilizacdo
deste produto reduz a carga de trabalho e reduz o tempo necessério para a detecdo de ESBL.

REAGENTES
BBL CHROMagar ESBL (Biplate)
Férmula* por litro de 4gua purificada

Meio 1 (transparente) Meio 2 (turvo)

Cromopeptona 16,1 g Cromopeptona 16,19

Mistura de cromogénios 1,3 Mistura de cromogénios 1,3

Agentes seletivos 0,24 Agentes seletivos 0,24

Agar 15,0 Oxido de titanio (insoltvel) 0,35
Agar 15,0

pH 6,8+ 0,2

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

PRECAUCOES

Apenas para uso profissional. @

N&o utilize placas que apresentem sinais de contaminag¢do microbiana, descoloracdo, secura,
fissuras ou outros sinais de deterioragéo.

Consulte o documento INSTRUCOES GERAIS DE UTILIZACAO para obter informagdes sobre
os procedimentos de manuseamento asséptico, os riscos bioldgicos e os procedimentos de
eliminacé@o do produto usado.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE

ApOs rececgdo das placas, conserve as mesmas no escuro a uma temperatura entre 2 e 8°C,
dentro do invélucro original, até ao momento da utilizacdo. Evite congelar e aquecer
excessivamente. As placas podem ser inoculadas até terminar o prazo de validade (ver a
etigueta da embalagem) e incubadas durante o tempo de incubacao recomendado.

As placas séao fornecidas em pilhas de 10 e, quando uma destas pilhas é aberta, as respetivas
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 no escuro. Minimize a exposic¢do aluz antes e
durante a incubacdo, umavez que a luz pode destruir os cromogénios.

CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR

Efetue a inoculacdo de amostras representativas com as estirpes seguintes em cada meio (para
obter informacdes detalhadas, consulte as secc¢des Tipos de amostra e Procedimento do
teste). Proceda a incubacao das placas, de preferéncia em posi¢éo invertida, em condi¢cfes
aerdbias e a uma temperatura entre 35 e 37°C, durante 20 a 22 h.
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Estirpes Resultados do crescimento (ambos 0s meios)

E. coli DSM 22314 Meio 1 (transparente): crescimento moderado a
(produtor de ESBL) excelente; coldnias cor-de-rosa a malva.

Meio 2 (turvo): sem crescimento a crescimento
moderado; colonias cor-de-rosa a malva

Klebsiella pneumoniae Ambos 0s meios: crescimento moderado a excelente;
ATCC 700603 coldnias azuis a azuis esverdeadas

(produtor de ESBL)

Escherichia coli ATCC 25922 Ambos os meios: inibicdo completa

(ndo produtor de ESBL)

Enterococcus faecalis ATCC 29212 [ Ambos os meios: inibicdo completa

Candida albicans ATCC 60193 Ambos 0s meios: inibicdo completa

Sem inoculacao Meio 1 (transparente): transparentes, incolores a ambar
muito claro (pode conter uma quantidade ligeira a
moderada de pequenas particulas)

Meio 2 (turvo): opacas, cor branca a creme

PROCEDIMENTO

Material fornecido

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) (biplacas Stacker de 90 mm). Microbiologicamente
controlado.

Material necesséario mas nédo fornecido
Meios de cultura auxiliares, reagentes e equipamento laboratorial.

Tipos de amostra

Este produto é utilizado sobretudo para a detecao de colonizagéo por estirpes produtoras de
ESBL para auxiliar na prevengéo e controlo de infe¢cdes por ESBL em instalagfes de cuidados
de saude, especialmente em unidades de cuidados intensivos. E utilizado principalmente com
amostras retais, mas pode ser utilizado com amostras clinicas de outros locais do corpo (p. ex.,
zaragatoas nasais, de feridas, da garganta, da uretra ou da virilha) com suspeita de presenca
de Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de largo espectro (ESBL) ou outros
bastonetes Gram-negativos com crescimento aerébio e alta resisténcia a beta-lactamicos de
largo espectro. Recomenda-se a utilizacdo de dispositivos de transporte aprovados para a
colheita de amostras clinicas microbiolégicas. Siga os procedimentos recomendados pelo
fabricante do dispositivo de transporte.

Para obter pormenores sobre os procedimentos de colheita e preparagdo de amostras, 0
utilizador pode também consultar a bibliografia adequada.**

Pode também ser utilizado para repicagem de potenciais estirpes produtoras de ESBL de outros
meios. A inoculacdo direta com colonias ndo é recomendada. Para evitar o excesso de
inoculacgédo, as colonias devem ser primeiro suspensas em soro fisiol6gico (consulte a seccao
Procedimento do teste) e, em seguida, utilizar uma ansa cheia de amostra para a espalhar
sobre cada meio.

Procedimento do teste

CHROMagar ESBL deve ser inoculado diretamente a partir da zaragatoa, sem pré-
enriquecimento, ou a partir de uma coldnia isolada suspensa em soro fisiolégico para obter uma
turvacdo de 0,5 McFarland. A inoculacéo direta a partir de colonias isoladas nédo é
recomendada, uma vez que o nivel elevado de inéculo pode raramente causar resultados falsos
positivos.

Efetue a inoculagdo da amostra com uma zaragatoa ou ansa em ambos 0os meios de uma placa
BBL CHROMagar ESBL (Biplate) e espalhe por riscagem com uma ansa para obter o
isolamento. O seguinte procedimento para a inoculagcédo deve ser seguido rigorosamente para
obter coldnias isoladas com a apresentacao tipica. Uma inoculacdo insuficiente ou a inoculacéo
da totalidade das superficies do meio apenas com zaragatoas (sem a utilizacdo de ansas para
a riscagem de isolamento) podera originar resultados incorretos ou tornar a placa ilegivel. Nao
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efetue a inoculacéo de mais de uma amostra por placa. Os dois lados desta biplaca devem ser
inoculados com a mesma amostra.
Procedimento de inoculagéo e incubacao:

1. Toque levemente com a zaragatoa de amostra sobre uma pequena area do primeiro
meio do BBL CHROMagar ESBL (Biplate): N&o efetue uma inoculagéo excessival
Retire a zaragatoa do meio que acabou de inocular.

2. Rode a zaragatoa ligeiramente e efetue a inoculacéo do segundo meio do BBL
CHROMagar ESBL (Biplate): toque levemente com a zaragatoa na primeira area de
riscagem do segundo meio. N&o efetue uma inoculagéo excessival

Tenha em atencdo que a sequéncia de inoculacdo nao tem influéncia sobre o resultado.

3. Reponha a zaragatoa no respetivo tubo de amostra.

4. Utilize ansas para concluir a riscagem das placas. Proceda a riscagem para obter o
isolamento! Espalhe primeiro nas primeiras areas de riscagem e, em seguida, as
segundas e terceiras areas de riscagem dos dois meios. A utilizacdo de uma ansa
nova é recomendada para cada lado do produto de teste.

5. Proceda a incubacdo em condi¢des aerdbias e a uma temperatura entre 35 e 37°C
durante 18 a 28 horas (idealmente 20 a 22 horas), de preferéncia em posi¢éo invertida
(lado do meio para cima). N&o efetue a incubacao durante periodos de tempo mais
longos nem numa atmosfera enriquecida com diéxido de carbono. Evite a exposicao a
luz durante a incubagéo, uma vez que isso podera destruir os cromogénios. Assim
gue as cores das colonias se tiverem desenvolvido, a exposicdo a luz é permitida.

6. Efetue a leitura das placas conforme descrito em Resultados e interpretagao.

Dependendo do tipo e finalidade da amostra, podera ser necessario inocular outros meios para
permitir uma detecdo completa de todos os agentes patogénicos presentes. Estes outros meios
incluem, pelo menos, uma placa de agar de sangue néo seletivo.

Resultados e interpretagdo

ApoOs a incubacao, as amostras que contém isolados resistentes aos inibidores incluidos no
meio apresentardo crescimento. Embora a maioria das estirpes produtoras de ESBL apresente
crescimento nos dois meios da biplaca, existem estirpes com sensibilidade in vitro a um dos
antimicrobianos e que, por este motivo, apenas apresentam crescimento num dos meios. As
placas devem mostrar col6nias isoladas nas areas onde o indculo foi diluido corretamente.
Devem ser realizados testes de sensibilidade adequados ou métodos moleculares para
confirmar a presenca de isolados produtores de ESBL.

A auséncia de crescimento em ambos 0s meios indica que a amostra ndo contém estirpes com
resisténcia aos antimicrobianos utilizados no meio.

Tenha em atengéo que a descoloracdo do meio sem coldnias visiveis (uma situagdo que pode
ocorrer quando o meio é inoculado excessivamente com amostras de fezes ou com cargas
bacterianas excessivamente altas) é considerada um resultado negativo (consulte também
Limitacdes do procedimento).

Diferenciacéo e/ou identificagdo do(s) isolado(s) por cor e aparéncia da colbénia
Colénias cor-de-rosa a malva: Escherichia coli; pode ser realizado um teste de indol
opcional com BD BBL DMACA Indole Reagent Droppers (Conta-gotas de reagente de
indol) (n.° de cat. 261187) em papel de filtro para confirmacéo de E. coli (indol positivo). Ndo
apligue o reagente de indol na superficie do meio!
Nota: algumas estirpes de Citrobacter, p. ex., Citrobacter braakii, demonstraram a producdo
de colénias violeta a lilas no BBL CHROMagar Orientation e, se forem resistentes aos
antibiéticos incluidos, no BBL CHROMagar ESBL (Biplate). A identificagdo bioquimica é
recomendada para estas estirpes.

Colonias azuis a azuis esverdeadas, com ou sem zona periférica cor-de-rosa a malva:
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter ou outras. Sao necessarios mais testes para
obter a identificagcdo. Para obter mais detalhes, consulte as instrugdes de utilizagdo do BBL
CHROMagar Orientation (consulte:
http://www.bd.com/europe/requlatory/documents.asp#IFU).
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Colonias incolores a castanhas amareladas com halos acastanhados radiados no
meio: Estirpes Proteus, Morganella, Providencia. S8o necessarios mais testes para obter
uma identificacdo completa. Para obter mais detalhes, consulte as instru¢cdes de utilizacdo do
BBL CHROMagar Orientation (consulte:
http://www.bd.com/europe/requlatory/documents.asp#1FU).

Raramente, a Pseudomonas aeruginosa pode produzir um pigmento castanho difuso, a
semelhanca de Proteus. Para proceder a diferenciacdo, pode ser realizado um teste da
oxidase (ver abaixo).

Coldnias incolores: Efetue um teste da oxidase: se for positivo e estiver presente um odor
frutado tipico e/ou pigmentacao esverdeada, azulada ou acastanhada (devido ao pigmento
do proprio microrganismo) = Pseudomonas aeruginosa. E recomendada a utilizacdo de BD
Oxidase Reagent Droppers (Conta-gotas de reagente de oxidase) (n.° de cat. 261181)
neste teste. Efetue o teste da oxidase em papel de filtro conforme descrito nas instrucdes de
utilizacdo deste teste, mas ndo sobre as colonias na placa. Recomenda-se obter a
confirmacao com testes adicionais.

A Pseudomonas aeruginosa cresce frequentemente no lado opaco da placa (=resisténcia
natural); as estirpes com maior resisténcia aos antibiéticos também crescem no lado
transparente. Para determinar o padrao de resisténcia exato, todos os isolados de P.
aeruginosa deste meio devem ser testados relativamente a sensibilidade utilizando métodos
aprovados. Se o teste da oxidase for negativo ou ambiguo, efetue a identificacdo bioquimica
completa. As coldnias incolores negativas para a oxidase podem incluir ndo fermentadores,
p. ex., Acinetobacter ou Enterobacteriaceae, que ndo metabolizam qualquer um dos
cromogénios incluidos, como a Salmonella. Estas espécies também apresentam resisténcia
as cefalosporinas de terceira geracéo e ndo devem ser ignoradas!

Culturas mistas na placa BBL CHROMagar ESBL (Biplate): podem tipicamente ser
facilmente reconhecidas e diferenciadas entre si através das diferentes cores das colénias.
Por exemplo, uma col6nia mista de Klebsiella e E. coli apresenta colénias azuis (Klebsiella) e
coldnias cor-de-rosa a malva (E. coli).

Inspecione a placa relativamente a presenca de diferentes tipos e cores de coldnias.
Recomenda-se a realizagdo de repicagem no BBL CHROMagar ESBL (Biplate) se forem
observados mais do que dois tipos ou cores diferentes de colénias na placa.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO E LIMITACOES DO PROCEDIMENTO
BBL CHROMagar ESBL (Biplate) € um meio de rastreio cromogénico e seletivo para a
identificacdo direta e diferenciagcdo de Enterobacteriaceae e determinados outros bastonetes
Gram-negativos resistentes a beta-lactamicos de largo espectro, permitindo a detecéo de
estirpes produtoras de ESBL. O meio permite a identificacdo bioquimica direta de E. coli
resistente e a diferenciacdo de outras Enterobacteriaceae através da cor da col6nia. As
leveduras e bactérias Gram-positivas sdo tipicamente inibidas.

Os isolados obtidos neste meio devem ser confirmados como produtores de ESBL através de
testes adicionais.

Resultados do desempenho

Numa avaliacdo de desempenho externa, 320 amostras clinicas (277 amostras retais, 12
amostras orais/da garganta, 11 amostras nasais e 20 amostras de outros locais) foram
testadas no meio através da riscagem das zaragatoas do meio de transporte de amostras
diretamente sobre o meio. Destas 320 amostras, 108 foram positivas e 212 foram negativas de
acordo com a determinacdo do método interno (testes de sensibilidade automatizados e
manuais, incluindo o Teste Confirmatério CLSI para ESBL com producéo de isolados em Agar
Mueller Hinton 11). No BBL CHROMagar ESBL (Biplate), foi determinada uma sensibilidade
de 100% e uma especificidade de 93%.°

Avaliacdo de desempenho interna

Limites de detecdo (LdD)

PA-257606.03 Péagina 5 de 8


http://www.bd.com/europe/regulatory/documents.asp#IFU

BBL CHROMagar ESBL (Biplate) foi avaliado para determinar o limite de detecdo (LdD) de
estirpes produtoras de ESBL. Foram avaliadas trés estirpes de teste (Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, E. coli DSM 22664 e E. coli ENF 11013) relativamente ao isolamento no BBL
CHROMagar ESBL (Biplate). Foram utilizadas placas de agar de Columbia com sangue de
ovelha a 5% para determinar a concentragdo do microrganismo, expressa em unidades
formadoras de col6nia (UFC) para cada diluicdo. O LdD para o BBL CHROMagar ESBL

(Biplate) situou-se entre 8 e 16 UFC as 24 horas (em média, 13 CFU).

Detecéo de resisténcia

Foram detetadas estirpes com 0s seguintes tipos de resisténcia no BBL CHROMagar ESBL

(Biplate):
Espécie Tipos de resisténcia Espécie Tipos de resisténcia
Escherichia coli CAZ-9, TEM-46 Enterobacter cloacae NDM-1
CTX-M, TEM OXA-2
CTX-M1 SHV
CTX-M15 TEM
KPC TEM, SHV
OXA-48 TEM, SHV, OXA-10
SHV-5; TEM-1b TEM-1, SHV-12
TEM TEM-1, SHV-5
TEM, SHV Espécie Salmonella SHV
TEM, CTX-M, SHV TEM

TEM, SHV, KPC

Serratia marcescens

TEM, CTX-M, OXA-2

TEM, SHV, OXA-1, KPC

Providencia rettgeri

NDM-1

TEM, CTX-M, SHV, IMP-1

TEM, CTX-M5, SHV

TEM, SHV

TEM-1, SHV-5

TEM-3, SHV

VIM

TEM-50 N&o Enterobacteriaceae

VIM Pseudomonas aeruginosa IMP
Klebsiella oxytoca VIM VIM

CTX-M, SHV VIM-1
Klebsiella pneumoniae KPC Acinetobacter baumanii OXA-23
subesp. pneumoniae NDM-1 OXA-58

OXA-48 VIM-2

SHV

SHV, OXA-10

SHV-18

TEM

Esta lista inclui estirpes produtoras de carbapenemase? que apresentam crescimento no meio
com a respetiva cor de coldnia caracteristica. Tenha em atengéo que devem ser realizados
testes de confirmacado da producédo de carbapenemase.

Limitacdes do procedimento
Tenha em atencédo que os dois lados desta biplaca devem ser inoculados com a mesma
amostra. Nao tente inocular de uma amostra por placa!

Embora a identificac@o bioquimica da espécie ou nivel de grupo (com base nas reacdes
cromogénicas do meio) seja definitiva, a resisténcia deve ser confirmada com métodos de
teste da sensibilidade aprovados.

A identificagcdo de isolados azuis, azuis esverdeados ou incolores ao nivel da espécie deve ser
realizada através de testes bioquimicos.

Algumas bactérias Gram-positivas podem ser resistentes aos inibidores e apresentar
crescimento no meio.

Uma vez que o isolamento de estirpes produtoras de ESBL esta dependente do nimero de
microrganismos presentes na amostra, a fiabilidade dos resultados depende de uma colheita,
preparagdo e armazenamento corretos das amostras (consulte a secgdo PROCEDIMENTO -
Tipos de amostra).
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Uma carga bacteriana elevada e/ou algumas amostras podem produzir coloragao néo
especifica da &rea de riscagem primaria do meio. Isto podera originar uma coloracéo malva,
parpura, verde ou azul do meio ou uma ligeira névoa na superficie do meio, mas sem coldnias
distintas. Esta apresentacdo deve ser interpretada como um resultado negativo.

N&o efetue incubacao durante menos de 18 horas, uma vez que isso podera originar colénias
pequenas e/ou coloracao fraca das col6nias; o periodo de incubacéo ideal é de 20 a 22 horas.
O periodo de incubacao ndo deve ser superior a 28 horas; no caso de culturas mistas, uma
incubag&o mais prolongada pode resultar na coalescéncia das coldnias e dificultar o
reconhecimento e purificagcdo das mesmas.

Raramente, as estirpes de Proteus spp. produtoras de ESBL apresentam um crescimento
frasco neste meio, sobretudo quando estao presentes poucas UFC.

N&o se recomenda que os isolados com colonias incolores sejam ignorados durante o rastreio
de produtores de ESBL neste meio. Efetue um teste da oxidase nestes isolados. Se este teste
for negativo, efetue a identificagcéo bioquimica completa do isolado.

Embora tenha sido acrescentado um inibidor de hiperprodutores de ampC/cefalosporinase ao
meio, uma percentagem destas estirpes consegue desenvolver-se. Por este motivo, o BBL
CHROMagar ESBL (Biplate) destina-se ao rastreio e ndo a identificacéo definitiva de
produtores de ESBL. Sao necessarios testes de sensibilidade ou métodos moleculares
especificos para determinar o tipo exato de resisténcia expressa pelos isolados.

Antes da primeira utilizagdo do BBL CHROMagar ESBL (Biplate), o utilizador devera receber
formacao sobre a apresentacao tipica das colénias com estirpes definidas, p. ex., as estirpes
mencionadas na seccdo CONTROLO DE QUALIDADE PELO UTILIZADOR.
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