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TESTES de SENSIBILIDADE

Medem a resposta do crescimento de um microrganismo 

em presença de uma ou várias drogas

-Prever o sucesso ou o fracasso do tratamento antimicrobiano. 

-Combinadas com informação e experiência clínica deveriam permitir 

a escolha do antibiótico correto para o tratamento do paciente.

-Vigilância local de resistência.



1. Diluição em caldo e em ágar.

2. Método epsilométrico (E-test®, MICE®, MIC Test Strips®).

3. Equipamentos Automatizados (VITEK2C®, MICROSCAN®, PHOENIX®, 

SENSITITRE®).

4. Difusão em ágar.

TESTES de SENSIBILIDADE



1. Diluição em caldo e em ágar
Macrodiluição em caldo

Controle de 
esterilidade do 
meio

Controle 
de inóculoConcentrações crescentes de ATB (µg/ml)

Diluição em ágar

Controle de 
inóculos

Concentração “Break-points”

Concentrações crescentes de ATB (µg/ml)

Microdiluição em caldo

ATB 1
ATB 2
ATB 3
ATB 4
ATB 5
ATB 6
ATB 7
ATB 8

Controle de inóculo
Controle de esterilidade do 
meio

Concentrações crescentes de ATB

0,03  0,06 0,12  0,25  0,5     1      2       4      8     16  

CIM: concentração inibitória mínima

0,03          0,06          0,12           0,25            0,5              1                2



Crescimento 

bacteriano

Área de 

inibição

CIM

Tira plástica não porosa ou de papel  com 

um gradiente de concentrações de ATB

2. Método epsilométrico 
(E-test®, MICE®, MIC Test Strips®)



3. Equipamentos Automatizados

VITEK2C® MICROSCAN®

PHOENIX® SENSITITRE®



4. Difusão em Ágar



Orifício no ágar



CINÉTICA DA DIFUSÃO DE ANTIMICROBIANOS



CIM
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completa
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LEITURA de ATB
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Método de diluição 

Atualizam-se a cada 3 anos (2018)

Atualiza-se todos os anos (2022) 







https://clsi.org/all-free-resources/



✓Enterobacterales. (Tabela 2A, M100)

✓Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. (Tabelas 2B-1 e 2B-2, M100)

✓Burkholderia cepacia complex e S. maltophilia (Tabelas 2B-3 e 2B-4, M100)

✓Staphylococcus spp. (Tabela 2C, M100)

✓Enterococcus spp. (Tabela 2D, M100)

Aplicável a bactérias aeróbias ou anaeróbias facultativas de crescimento rápido

Método de Difusão por Discos

✓Haemophilus influenzae e H. parainfluenzae (Tabela 2E, M100)

✓Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidie (Tabelas 2F e 2I, M100)

✓Streptococcus pneumoniae (Tabela 2G, M100)

✓Streptococcus spp. grupo β- hemolítico e grupo Viridans (Tabelas 2H-1 y 2H-2, M100)



-Sensível (S): o microrganismo é inibido pelas concentrações do antimicrobiano que usualmente são alcançadas quando

utilizada a dosagem recomendada para o tratamento do local da infecção, o que resulta em uma provável eficácia clínica.

-Intermédio (I): isolamentos com CIMs ou diâmetros de área de inibição que conseguem níveis geralmente alcançáveis de

droga no sangue e tecidos, e/ou cujas taxas de resposta possam ser mais baixas que para isolamentos sensíveis. Esta

categoria também inclui uma área buffer que contempla a variabilidade inerente ao método e deveria prevenir que fatores

técnicos pequenos e não controlados ocasionem grandes discrepâncias na interpretação, especialmente para drogas com

margem estreita de farmacotoxicidade.

-Resistente (R): o microrganismo não é inibido pelas concentrações do antimicrobiano que usualmente são alcançadas

quando utilizada a dosagem normal e/ou apresenta CIMs ou diâmetros de área de inibição dentro do intervalo no qual são

prováveis os mecanismos de resistência, e a eficácia clínica do antimicrobiano contra o microrganismo não foi demonstrada

de forma confiável em estudos clínicos.

Categorias de Interpretação



- Não Sensível (NS): Aplica-se para microrganismos que tem somente categoria “S”, devido à ausência ou baixa 

frequência de cepas resistentes. Os isolamentos com CIMs maiores ou áreas de inibição menores ao BP de “S”, devem 

ser informados como “Não Sensíveis”. “NS” não significa necessariamente que exista um mecanismo de resistência. É 

provável que cepas com CIMs acima do ponto de corte de sensibilidade encontrem-se dentro da distribuição selvagem.

Para cepas com resultados na categoria “NS” deveria ser confirmada a identificação do organismo e os testes de 

sensibilidade.

- Sensível dependente da dose (SDD): A sensibilidade de um isolamento é dependente do regime de dosagem utilizado. 

Quando os testes de sensibilidade (CIM ou difusão) determinem que a categoria de interpretação é SDD será necessário 

utilizar um regime de dosagem que resulte  em uma maior exposição à droga que o utilizado para estabelecer os pontos de 

corte.

Categorias de Interpretação

Sempre considerando o máximo regime de dosagem aprovado.
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VANCOMICINA vs Enterococcus spp.

R

S

R S

Falso resistente 

(error major)

Falso Sensível 

(error very major)

I

I

< 5%

< 1%



M100 32º Ed.M100 32º Ed.



M100 32º Ed.



-TABELA 3A: Teste para ß-lactamases de espectro estendido em  K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli e P. mirabilis.

-TABELA 3B: Teste de Carba NP para Enterobacterales e P. aeruginosa suspeitas de produção de carbapenemase.

-TABELA 3B-1: Modificações de Tabela 3B utilizando pontos de corte para carbapenemes de M100-S20, janeiro 

2010.

-TABELA 3C: Método de Inativação de  Carbapenem modificado (mCIM) para Enterobacterales e P. aeruginosa

suspeitas de produção de carbapenemase.

-TABELA 3C-1: Modificações de Tabela 3C utilizando pontos de corte para carbapenemes de M100-S20, janeiro 

2010.

-TABELA 3D: Teste para detecção de resistência a colistina em Enterobacterales e P. aeruginosa.

-TABELA 3E: Teste para realizar Difusão por Discos diretamente de hemocultura positiva.



-TABELA 3F: Teste para detecção de produção de ß-lactamase em Staphylococcus spp.

-TABELA 3G-1: Teste para detecção de Meticilina resistência (resistência a oxacilina) em S. aureus  e S. 

lugdunensis.

-TABELA 3G-2: Teste para detecção de Meticilina resistência (resistência a oxacilina) em Staphylococcus spp. 

excepto S. aureus  e S. lugdunensis.

-TABELA 3H: Screening para detecção de CIM ≥ 8 µg/ml de Vancomicina em S. aureus  e Enterococcus spp.

-TABELA 3I: Teste para detecção de resistência induzível a clindamicina em Staphyloccocus spp, S. pneumoniae e 

Streptococcus spp grupo ß-hemolítico.

-TABELA 3J: Teste para detecção de alto nível de resistência a mupirocina em S. aureus.  

-TABELA 3K: Teste para detecção de alto nível de resistência a aminoglicosídeo em Enterococcus spp. 



1.Preparação e padronização do inóculo.

2.Inoculação de placas.

3.Aplicação de discos.

4.Incubação.

5.Medida das áreas de inibição.

6.Interpretação de resultados.

7.Controle de qualidade.

Método de Difusão por Discos



0,5 ml BaCl2 1.175% + 99,5 ml de H2SO4 1% 

(Absorbância a 625 nm: 0.08 a 0.10 )



MÉTODO de SUSPENÇÃO de COLÔNIA: 

- Cepas com 18-24h de incubação.

- Staphylococcus spp. e detecção de Meticilina-Resistência

- Microorg. fastidiosos : S. pneumoniae , Streptococcus spp.,
Haemophilus spp., N. gonorrhoeae e
N. meningitidis. 

MÉTODO de CULTURA em CALDO:

- Dispõe-se de poucas colônias.

- Cepas com mais de 24 horas de incubação.

- Bactérias com dificuldade para obter suspensões  
homogéneas.



EFEITO INÓCULO

0,25 Mc Farland 0,5 Mc Farland 1 Mc Farland

Escherichia coli TEM 1

PIP
PIP

PIP

CIP CIP CIP

CRO
CRO CRO

POL
POL

POL

7 x 107 UFC/ml 1.5 x 108 UFC/ml     3 x 108 UFC/ml



✓ Ágar Mueller Hinton (MH)

✓ Ágar MH + 5% sangue de  carneiro, HTM, etc.

✓ pH 7.2 – 7.4

✓ Profundidade das placas: 4mm

Esfregar em três direções

Esfregar Rotar 60o, esfregar Rotar 60o, esfregar

INOCULAR DENTRO DOS 15 min. DE 

PADRONIZADO O INÓCULO



Variação no  meio de cultura
P. aeruginosa ATCC 27853

Ágar BHI

GEN

GEN

PIP

CAZ

PIP
FEP

CIP

CIP

CAZ

FEP

Falsa R

Ágar MH



✓ Verificar o vencimento.

✓ Evitar humidade.

✓ Conservar a  4°C ou menos. 

✓Não usar mais de 6 discos por placa de 100mm.

✓Não usar  mais de 12 discos por placa de 150 

mm.

APLICAR OS DISCOS DENTRO DOS 15 min 

POSTERIORES À INOCULAÇÃO



Variação no tempo de colocação dos discos 
Escherichia coli ATCC 35218

PIP

GEN

CXM

CTN

AMS

CFP

PIP

CTN

CXM

AMS

GEN

CFP

AMS

PIP

CFP

GEN

CXM

CTN

AMS

CXM

CTN
CFP

PIP

GEN

Falsa R (a maior demora na colocação)

3h

0h1h

2h



INCUBAR AS PLACAS DENTRO DOS 15 min DE 

COLOCADOS OS DISCOS



Efeito da Temperatura de Incubação
Staphylococcus spp. e Meticilina Resistência

Os testes a temperaturas superiores a 35ºC podem não detectar a Meticilina Resistência em Estafilococos



OXA

TET

ERY

OXA

ERYTET

Variação na atmosfera de incubação
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

ArC02



Condições de incubação e pH do ágar



-Staphylococcus aureus (Tabela 3H): MUPIROCINA. 

-Staphylococcus spp., excluindo S. aureus, S. lugdunensis, S. pseudintermedius
e S. schleiferi (Tabela 2C): CEFOXITINA.

-Enterococcus spp. (Tabela 2D): VANCOMICINA. 

Casos particulares nos quais a leitura do antibiograma é feito às 24 horas: 



Interpretação de resultados

Medida das áreas de inibição

2018



«Deverá ser considerada a área que não mostre desenvolvimento obvio a olho nu, não

incluindo velo de crescimento ou pequenas colônias que possam ser detectadas só com

muita dificuldade no limite da área de inibição»

M02QG, 1º Ed.(2018)

AVALIAR  O CRESCIMENTO MEDIDA DA ÁREA DE INIBIÇÃO

Regras Gerais para a Medida de Áreas de Inibição

Medida das áreas de inibição



MEDIDA DA ÁREA DE INIBIÇÃO COM LUZ REFLETIDA

Meio translúcido Meio opaco

MEDIDA DA ÁREA DE INIBIÇÃO COM LUZ TRANSMITIDA

-Staphylococcus spp.: linezolid (Tabela 2C) e 

mupirocina (Tabela 3H)

-Enterococcus spp.: vancomicina (Tabela 2D) 

M02QG, 1º Ed.(2018)



Medida de Áreas de Inibição em Situações Especiais

M02QG, 1º Ed.(2018)

COLÔNIAS DENTRO DO HALO DE INIBIÇÃO

TRIMETROPIMA/SULFAMETOXAZOL

SWARMING

DUPLO HALO





Contaminação do antibiograma
Escherichia coli

AMS

CTX

FEPCTN

GEN



Seleção de subpopulação resistente
Enterobacter cloacae

CAZ

CIP

CAZ



ERY

CLI

CAZ
IMP



DETECÇÃO DE ß-lactamases de Espectro Estendido 
Inibição com ácido clavulânico

E. coli CTX-M-2

AMC

CTX

CAZ

E. coli PER-2

AMC

CTX

CAZ

E. coli SHV-5

AMC

CTX

CAZ



DETECÇÃO DE CARBAPENEMASES:
Inibição com Ac. Borônico e com EDTA

MER

IMP

CAZ

ERT

EDTA

E. cloacae MBL IMP-1 

K. pneumoniae KPC+



DETECÇÃO DE CARBAPENEMASES:
Método de discos combinados



Método Microbiológico de Hodge: 
Detecção de atividade enzimática

E. coli ATCC 25922

(cepa indicadora)

Área de inibição de ERT 

en E. coli ATCC 25922

Crescimento exaltado de E. coli ATCC 25922

Método Hodge 

#1: Cepa clínica, resultado positivo

#2: K. pneumoniae ATCC® BAA-1705, 

controle positivo

#3: K. pneumoniae ATCC ® BAA-1706, 

controle negativo
ETP



Método de Inativação de Carbapenem modificado (mCIM) 
para suspeita de produção de carbapenemase

• mCIM: método para detecção de carbapenemase em Enterobacterales e 

P. aeruginosa.

• eCIM: realiza-se junto com o mCIM para diferenciar metalo-β-lactamase 

de serin-carbapenemase em Enterobacterales.

TABELA 3C, M100 32° ed.



1. Inocular 2ml de caldo TS com a cepa a estudar: ansa 

completa de 1 µl para ETB e de 10 µl para Pae (cultura 

overnight em A. sangue).

2. Vortexear. 

3. Adicionar um disco de 10 µg de Meropenem.

4. Incubar a 35ºC por 4h.

5. Retirar o disco e coloca-lo em uma placa de MH 

esfregada com E. coli ATCC® 25922.

6. Incubar a 35ºC por 18-24h. 

7. Ler o halo de inibição e interpretar.

mCIM: procedimento
TABELA 3C, M100 32° ed.



• Carbapenemase positivo: halo entre 6-15mm, ou 16-18mm com colônias intra-halo.

• Carbapenemase negativo: halo ≥ 19mm

• Indeterminado: halo entre 16-18mm, ou ≥ 19mm com colônias intra-halo.

mCIM: interpretação
TABELA 3C, M100 32° ed.

A) Controle Negativo: K. pneumoniae ATCC® BAA-1706™

B) Controle Positivo: K. pneumoniae ATCC® BAA-1705™



20mm 18mm

• mCIM negativo→ não interpretar eCIM

• mCIM positivo→MBL positivo: incremento de ≥5mm do halo de eCIM vs. mCIM

→Serín-carbapenemase positivo: incremento de ≤4mm do halo de 

eCIM vs. mCIM

15mm

eCIM: interpretação
TABELA 3C, M100 32° ed.



Métodos para a avaliação de sensibilidade a Colistina
Enterobacterales, P. aeruginosa e Acinetobacter spp.

Predifusão com tabletes

www.antimicrobianos.com.ar/2017/09/protocolos-colistin/

Colistina Ágar Spot Drop Test



OBRIGADO PELA SUA ATENÇÃO

ealbornoz@anlis.gob.ar

atb@anlis.gob.ar


