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Acinetobacter baumannii, carbapenem-resistant Priority 1: CRITICAL

Pseudomonas aeruginosa, carbapenem-resistant

Enterobacteriaceae*, carbapenem-resistant, 2% generation
cephalosporin-resistant

Enterococcus faecium, vancomycin-resistant Priority 2: HIGH

Staphylococcus aureus, methicillin-resistant, vancomycin
intermediate and resistant

Helicobacter pylori, clarithromycin-resistant

Campylobacter, fluoroquinolone-resistant

de novos antibiodticos

Salmonella spp., fluoroquinolone-resistant

Neisseria gonorrhoeae, o generation cephalosporin-resistant,
fluoroquinolone-resistant

Streptococcus pneumoniae, penicillin-non-susceptible [ElIgIAHIS0]IV]Y

Haemophilus influenzae, ampicillin-resistant
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Shigella spp., fluoroquinolone-resistant

Infectious Diseases Society of America. IDSA Public Police. CID, 2010; 50:1081-1083
World Health Organization - https://www.who.int/emergencies/ten-threats-to-global-health-in-2019
https://www.who.int/news-room/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed



Orientacoes do EUCAST
para a deteccao de

mecanismos de resisténcia

aos antimicrobianos

Versao 1.0 Dez 2013/ Jan 2015

1. Enterobacteriaceae™ produtoras de
carbapenemase

2. Enterobacteriaceae™ produtoras de ESBL

3. Enterobacteriaceae™ produtoras de AmpC
adquiridas

4. S. aureus resistente a meticilina (oxacilina)

5. S. aureus nao sensiveis aos
glicopeptideos

6. E. faecium e E. faecalis resistentes a
vancomicina

7. S. pneumoniae nao sensiveis a penicilina

Enterobacteriaceae* leia-se ordem Enterobacterales

Verséo 2.0 Jul 2017/ Set 2018

1. Enterobacteriaceae™ produtoras de
carbapenemase

2. Enterobacteriaceae™ produtoras de ESBL

3. Enterobacteriaceae™ produtoras de AmpC
adquiridas

4. Bacilos Gram negativos resistentes a
polimixina

5. P. aeruginosa e Acinetobacter resistentes
aos carbapenémicos

6. S. aureus resistente a meticilina (oxacilina)
7. S. aureus nao sensiveis aos glicopeptideos

8. E. faecium e E. faecalis resistentes a
vancomicina

9. S. pneumoniae nao sensiveis a penicilina
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Orientacoes do EUCAST
para a deteccao de

mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos

O que vocé encontra no
documento

v Definicdo dos mecanismos de
resisténcia

v Informacgdes sobre a
necessidade clinica e de
saude publica para deteccao
dos mecanismos de
resisténcia

v' Descricdo resumida dos
metodos recomendados para
deteccao dos mecanismos de
resisténcia

O que vocé nao encontra no
documento

» Procedimentos técnicos para
identificacao molecular dos
mecanismos de resisténcia

» Procedimento de triagem de

pacientes colonizados por MO-
MDR

» Procedimento de deteccao de
MO-MDR diretamente de
amostras clinicas



Enterobacteriaceae*
produtores de
carbapenemases

nao

Enterobacteriaceae* leia-se ordem Enterobacterales



Quando suspeitar??




Quando suspeitar??

Pontos de corte clinicos e para triagem de Enterobacterales produtores de
carbapenemase segundo BrCAST

Meropenem < 2 > 0,12

Ertapenem < 0,5 > 0,12

* Melhor sensibilidade e especificidade
** Elevada sensibilidade, mas baixa especificidade

***Isolados com 25-27 mm investigar carbapenemase se R a PTZ e/ou temocilina.
Sempre investigar carbapenemase se MER < 25 mm
CLSI MER/IMI 2 2 ug/mL, ERT 2 1 ug/mL. MER/IMI £ 22 mm, ERT £ 21 mm

Orientacdes do EUCAST para a deteccdo de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas




Suspeitou?? Faca testes fenotipicos




Teste do disco

com bl nado Versao comercial discos ROSCO e MAST.

MER + CLOXA

2 g;/m" Diametro do halo do meropenem < 28

MER + MER mm no disco-difusao (ou CIM > (?,12 .
EDTA 0,1 M o mg/L) em todas as Enterobacteriaceae )
O VER + AFB Excegao:
40 mg/mL Meropenem 25-27 mm E
piperacilina/tazobactam = 1/S:
Nenhum teste é necessario

O

\
[ Sem sinergismol ]

Sinergismo apenas Sinergismo com Sinergismo apenas
com &c. bordnico ac. borénico e com é&c.
cloxacilina dipicolinico/ EDTA
P,

e RZ a temocilina: S a temocilina:
KPC (ou outra AmpC Metalo-f3- OXA-48 ESBL mais perda
carbapenemase da (cromossémica ou lactamase (MBL) de porina
J

plasmidial) mais

classe A)
perda de porina

! Combinagdo de varias carbapenemases pode ndo mostrar o sinergismo — ou seja, MBL e KPC em combinagao.
Testes moleculares sdo necessarios nestes casos.
2 Alto nivel de resisténcia a temocilina (CIM> 128 mg / L, didmetro do halo <11 mm) é indicador fenotipico de

produgdo de OXA-48.

Enterobacteriaceae* leia-se ordem Enterobacterales
Orientacdes do EUCAST para a deteccdo de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas.



Versédo comercial RAPIDEC® CARBA NP (Biomérieux),

Testes © B CARBA TEST (Bio-Rad),
2 Azul Carba (DME)

colorimétricos &

2012

CARBA NP

Vermelho de fenol +
imipenem

pH 7.8

Nordmann P et al., 2012

2013

BLUE CARBA

Azul de bromotimol +
imipenem

pH 6.8

Pires J et al., 2013

]

Orientagoes do EUCAST para a detecgao de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas.

- Aliquotar 10 mg de Tienam
- Reconstituir com 1 mL do tampao )
- Aliquotar 100 uL para os testes de K1 em 1\0




Modified Carbapenem Inactivation Method (mCIM) & EDTA-mCIM (eCIM).
mCIM é padronizado para Enterobacterales e P. aeruginosa
eCIM somente para Enterobacterales

M3  Enterobacterales alga 1 uL Positivo mC|M Negativo

} P. aeruginosa alga 10 uL

~—

=219 mm
6-15 mm
2mL TSB + Colonias dentro do halo de
MER 10 ug 16-18 mm
fm - P
Negativo “ ositivo
J - eCIM -
\)
> mL TSB E 0205/’9';‘;(30 Aumento £ 4 mm | Aumento =5 mm
EDTA 5 mM Carbapenemase Carbapenemase
+ MER 10 ug classe AouD classe B

Orientacdes do EUCAST para a deteccdo de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas. CLSI M100-S29, 2019.



Teste de hidrolise

iasaliNlaVaVadsdalaabravaValssasifada

Versao comercial RESIST-3 O.K.N. K-Set
(Coris Bioconcept).
NG-Test CARBA 5 (NG Biotech).

Versao comercial MBT STAR-Carba IVD (Bruker).

Adicionar 500 uL solucao
de ertapenem 0.5 mg/mL
em tampao (20 mM Tris-
HCI, pH 6.8) e vortex

Sample

15 minutes

Incubar 36°C, 2-4 h

1 min, TA
s e r N\ N N e N
) () | () | ) | | ||| | () || ()
B M - @] 2/M 1] 2/ 2 - Nl Ll ] ()
; fo 20 20 20 ¥e) 20 o io o
i = i= i= i= i= i= = i= =
Transferir 1 uL do iz |45 (iz || | & | = = iz Z
sobrenadante A=l (Al 1A=l al=l ( 8=l (Al 8= = [gl=
N I R I ] N I N | i N
8 K K 3 K I K K = | 3 K
n _.:_:::..'-:-.." NDM NDM NDM NDM NDM NDM NDM NDM NDM
'.f%;:,' AdlClonar 1 UL matrlz ovhcs EAE Sk o::-(-ts Xk A ok Gthsn Chas
N 0 0|0
\ \ N\ J J y
NDM KPC OXA-48 NDM + KPC NDM + OXA-48 KPC + OXA-48 NDM + KPC + OXA-48
Positive Negative Invalid
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Falso negatio

Orientacdes do EUCAST para a deteccdo de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas.
Carvalhaes CG et al., 2013. Ramos AC et al., 2016. Leonard DA et al., 2008.




Enterobacteriaceae*
produtoras
B-lactamases de
espectro estendido

nao

Enterobacteriaceae* leia-se ordem Enterobacterales



O que muda na triagem que eu ja fago?




Pontos de corte para triagem de Enterobacterales produtores de ESBL

Diluicitoem CTXouCROe CAZ CIM>1ug/mL

selle CPD CIM > 1 ug/mL
Disco- CTX (5 ug)ou <21 mm
difusao CRO (30 ug) < 23 mm
CAZ (10 ug) <22 mm
CPD (10 ug) <21 mm

CLSI Diluicadoem CTXou CROe CAZ CIM> 1 ug/mL

caldo CPD CIM > 4 ug/mL
Disco- SREONE) ou <27 mm
difusao CRO (30 ug) <25 mm
<22 mm
CPD (10 ug) <17 mm

CTX: cefotaxima, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidima, CPD: cefpodoxima.

Tabela-pontos-de-corte-clinicos-BrCAST-06-02-2019. CLSI M100-S29, 2019.



TSDD
Teste do- sinergismo- do-duplo-disco-

WW 0Z BwiO elouelsiq

Nao tem finalidade

confirmaran . - : AUTOMAQAO

Falso-Positivo-

|
I
: - Hiperproducao de K1 em K. oxytoca e

I outras B-lactamases cromossomicas em P.
| vulgaris, P. penneri, C. koseri, C. sedlaKi,

| C. amalonaticus, C. farmeri

I

I

I

I

- Hiperproducédo de SHV-1, TEM-1 ou OXA-1 +
alteracao de porinas

FITA DE GRADIENTE

Orientagdes do EUCAST para a deteccao de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas.




Triagem para ESBL: Nio Sem
I/R a uma ou ambas cefotaxima e ceftazidima (ou ESBL
cefpodoxima R)

l Sim

Confirmagdo de ESBL dependente da espécie

' '

Grupo 1: E. coli, Klebsiella spp., P. Grupo 2: Enterobacteriaceae com AmpC
mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp. cromossomica indutiva: Enterobacter spp.,
Citrobacter freundii, Morganella morganii,
l Providencia stuartii, Serratia spp., Hafnia alvei
CONFIRMACAO DE ESBL! ¢
com ceftazidima e cefotaxima +/- acido
clavulanico — CONFIRMAGAO DE ESBL
com cefepima +/- acido clavulanico
Negativo: Indeterminado Positivo: L L l
sem ESBL ESBL Negativo: Indeterminado? Positivo: ESBL
sem ESBL

ICaso a cefoxitina tenha sido testada e a CIM seja >8 mg/L, realizar teste confirmatério com cefepima +/- acido
clavulanico.
2N3o pode ser determinado como positivo ou negativo (i.e., a fita ndo pode ser lida devido ao crescimento além
da faixa de CIM da fita ou nenhum sinergismo evidente com o disco combinado e com o teste de sinergismo do
duplo disco). Caso a confirmagdo com cefepima +/- acido clavulanico seja indeterminada ha necessidade de teste
genotipico.
Orientagdes do EUCAST para a deteccao de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas.



Enterobacteriaceae*
produtoras de
B-lactamases AmpC
adquiridas

Enterobacteriaceae* leia-se ordem Enterobacterales



Quando suspeitar??




Cefotaxima R ou ceftazidima R E cefoxitina R em E.
coli, K. pneumoniae, P. mirabilis, Salmonella spp.,
Shigella spp.

CPM S
AMC R

CFO + CLOXA
75 mg/ml. CTX/CAZ

@)
O

@)
CTX/CAZ +
CLOXA
75 mg/mL

Sinergismo com cloxacilina
detectado

Sinergismo com
cloxacilina NAO detectado

v v
4 N

E. coli e Shigella spp.:
PCR é necessaria para

discriminar entre AmpC (ndo tem AmpC
cromossomica e

lasmidial cromossdmica) AmpC
plasmidia

lasmidial detectada
N\ o \rema J

K. pneumoniae, P. Outros mecanismos (ex.
mirabilis, Salmonella perda de porina)

Orientagdes do EUCAST para a deteccdo de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas.
Edquist P et al., 2013.



Bacilos Gram
negativos
resistentes as
polimixinas

é

Nao temos ponto de corte clinico. O ponto de corte
recomendado pelo BrCAST é baseado no ECOFF
(cut-off epidemiolégico).



O que o BrCAST recomenda®?

Ndo- recomenda

; y Falso- sensivels

! T - Disco-difusao
- Fita de gradiente

- Diluicao em agar

EUCAST warnings, July 2016 and still valid April 2019.



Microdiluicao em caldo € o

meétodo referéncia

Controlar o meio:
- Ajuste de pH
- Ajuste de cétions (Ca*? e Mg*?)

Controlar o material da placa e tubos:
- Poliestireno

Controlar o sal do antimicrobiano:
- Sulfato de polimixina
- Sulfato de colistina

EUCAST warnings, July 2016 and still valid April 2019.



Microdiluicao em caldo € o

meétodo referéncia

1ISO 20776-1:2019

Susceptibility testing of infectious agents and
evaluation of performance of antimicrobial susceptibility
test devices — Part 1: Broth micro-dilution reference
method for testing the in vitro activity of antimicrobial
agents against rapidly growing aerobic bacteria involved
in infectious diseases

https://www.iso.org/standard/70464.html.




Versoes comerciais de CIM em caldo

I) ThermoFisher
8 PROBAC DO BR/ SCIENTIFIC TREK SENSITITRE™
PROBAC DO BRASIL POLICIMBACTM

..~ » GN2F/ GN3F
T 1L ot S M)
- : S e S e e
Al O] 0 olo|lo|®|® @ |® ®|O0 ’ d N - D
64 | 32 16 8 4 2 1 0,5 | 0,25 [0,125| CC : ':;' R B
sl O ololo|lo|lo|lo|lolo]|O ' -
64 32 16 8 a4 | 2 1 0,5 0,25 |0,125| CC

Dalmolin TV, 2018. Tese de doutorado

Matuschek E et al., 2017
86.6% CA P— Pfennigwerth N et al., 2019
125% ME & . &

1% VME

(0]
96% EA 81.7% EA
N=112

(0]
95% CA 92.9% CA

5% ME
o
?\l/"z'\gg 2% VME

N =325

SensiTest™ Colistin | Liofilchem®
MICRONAUT-S/-AM | Merlin Diagnostika - Bruker




Versoes in house para deteccao de
resisténcia as polimixinas

Rapid polymyxin NP
Test

Nordmann et al., 2016

olistin Drop Test

Pasteran F et al., 2018. 28th ECCMID
Jouy E et al., 2017

pH 7.8 -
[ ]final de POL 5 ug/mL Eluir por 30 min e Valido por 12

remove os discos meses 2 a 8°C

|
|
|
|
|
|

Neg. Ind. Pos. I g

(AN m — : O O
Q0

o Yl 00 [
: OO
|
Polimixina 200 ug/mL + | ot
tampao 1:40 | —
25%MHB-CA | o mL de
0,005% Vermelho de fenol : M'{'B'CA }
1% D-glucose | 16 ug/mL

|
|
|
|



Pseudomonas
aeruginosa e
Acinetobacter spp.
resistentes aos
carbapenémicos

nao



Qualis sao as recomendacoes?

MO 9 BrCAST CLSI
£
% CIMug/mL | Halo (mm) | CIM (ug/mL) Halo (mm)
&
o]
© S R S R S R S R
@)
P. aeruginosa | IMI <4 | >4 | 220 <20 | =2 =28 =219 <15
MER | =2 | >8 | 224 | <18 | <2 =8 | 219 | =15
Acinetobacter | IMI <2 | >4 | 224 | <21 | =2 =28 | =222 <18
spp.
MER | =2 | >8 | 221 | <15 | €2 =8 | =218 | <14

Métodos fenotipicos servem como triagem e devem ser

confirmados com testes genotipicos




Staphylococcus
aureus resistentes
a meticilina
(oxacilina)

é




O que muda na triagem que eu ja fago?

3 O ¥
N

Aglutinacao com latex — pesquisa
de PBP2a
Oxoid®

Alere®



Staphylococcus
aureus nao
sensiveis aos
glicopeptideos




VRSA

Fenétipos
de R

hVISA VISA

BrCAST x CLSI

- Nao tem ponto de corte para intermediario
- Ponto de corte de resisténcia > 2 ug/mL



Microdiluicao em caldo € o

meétodo referéncia

Fita de gradiente

0,5 a 1 diluicao a mais que microdiluicao em caldo

Macro gradiente para teicoplanina (2 12 ug/mL)
e vancomicina (2 8 ug/mL)*

,,,,, _ ] *Agar BH]
Triagem em agar com .- 5 McFarland

48 h incubacao



Enterococcus
faecium e
Enterococcus
faecalis resistentes
a vancomicina




24 h de incubacao

BrCAST CLSI

VAN 5 ug VAN 30 ug
S R S R
<12 > 1

7 <14
: ' \

Macrométodo

Agar BHI
Escala 2 McFarland
48 h incubacao

Escala 0,5 McFarland
BHI 6 ug/mL de vancomicina



Streptococcus
pneumoniae nao
sensiveis a
penicilina

é

porém nao para
controle de infeccao



38

Triagem para resisténcia aos pB-lactamicos em S. pneumoniae

[Teste de disco difusio com disco de 1 g de oxacilina ]

[Diémelro do 'halo 2 20mm] [ Diametro do I;alo < 20mm* ]

-~

Relatar como sensivel a todos os agentes
B-lactamicos para 0s quais estao listados
pontos de cortes clinicos, incluindo aqueles
com "notas”, exceto para cefaclor, que
quando reportado, deve ser reportado como
intermediario

: YT, Ampicilina, amoxicilina e Qutros agentes
Biﬁg?:;;g')":a Benzilpeniclina * piperacilina (com e sem A lactioviens

fenoximetilpenicilina (infecgbes n¥o rmbudorgs de p-lactamase),

(todas as indicagdes) meningites) cefepime, cefotaxime,
ceftriaxone, ceftaroline,

ceftobiprole
: L - |
Reportar resistente Determinar CIM & Diametro do halo 2 8mm Diametro do halo < 8mm
interpretar de acordo com para oxacilina para oxacilina
_0S pontos de corte clinicos 9 “ b
Reportar sensivel Determinar a CIM e interpretar de acordo com os
pontos de corte clinicos. Para ampicilina,

amoxicilina e piperacilina (com e sem inibidores
de B-lactamase) inferir a suscetibilidade a partir
da CIM de ampicilina

Orientagdes do EUCAST para a deteccao de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas.



MUITO OBRIGADA PELA ATENCAO!

jukasuko@gmail.com




