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1. Introdugao

O atual documento é uma atualizacdo das diretrizes desenvolvidas pelo
subcomité de mecanismos de resisténcia do EUCAST. O comité diretor do EUCAST
desenvolveu essa atualizagdao. O documento foi desenvolvido principalmente
para uso rotineiro em laboratérios de andlises clinicas e ndao abrange os
procedimentos técnicos para identificacdo de mecanismos de resisténcia a nivel
molecular por laboratérios de referéncia ou especializados. No entanto, grande
parte do conteludo também é aplicavel a laboratérios nacionais de referéncia.
Além disso, é importante notar que este documento nado inclui a triagem de
portadores assintomaticos (colonizagdao) de microrganismos multirresistentes ou
a deteccdo direta em amostras clinicas.

Todos os capitulos deste documento contém uma definicdo do mecanismo ou
resisténcia especifica, uma explicacdo da necessidade clinica e / ou de saude
publica para a deteccdo do mecanismo ou resisténcia especifica, uma descricdo
sucinta dos métodos recomendados de deteccao, e as referéncias das descri¢cbes
detalhadas dos métodos. A necessidade de identificacdo do mecanismo de
resisténcia e o nivel de identificacdo necessarios para fins de controle de infeccao
ou saude publica podem variar geograficamente e temporalmente, dependendo
da prevaléncia e da heterogeneidade dos diferentes mecanismos de resisténcia.
As diretrizes foram desenvolvidas através da realiza¢ao de pesquisas na literatura
cientifica, e as recomendagfes sdo baseadas em estudos multicéntricos ou
multiplos estudos individuais. Varios métodos atualmente em desenvolvimento
ndo foram incluidos nas diretrizes, uma vez que avaliagdes multicéntricas ou
multiplas avaliagdes individuais ainda nao foram concluidas. Versdes preliminares
destas diretrizes foram objeto de ampla revisdo através de listas de consultores
do EUCAST, do site do EUCAST e consultores do ECDC.

Tanto quanto possivel foram utilizados termos genéricos para os produtos
apresentados no documento, mas excluir todos os nomes de produtos especificos
teria tornado algumas das recomendagbes pouco claras. Deve-se notar que
alguns mecanismos de resisténcia nem sempre conferem resisténcia clinica. Isso
possivelmente se deve ao fato que alguns mecanismos ndo estdo sendo expressos
ou sao expressos somente em baixos niveis o que ndo resulta em resisténcia
fenotipica. Assim, enquanto a deteccdo desses mecanismos pode ser relevante
para o controle de infeccdo e de saude publica, pode nao ser necessaria para fins
clinicos. Em consequéncia, para alguns mecanismos, especialmente B-lactamase
de espectro estendido e carbapenemases em bacilos Gram-negativos, a deteccdo
do mecanismo em si ndo leva a classificacdo como clinicamente resistente.

Christian G. Giske
Chairman of EUCAST- Past Chairman of the subcommittee on detection of resistance
mechanisms



2. Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases

Importancia da deteccao do mecanismo de resisténcia

Necessario para categorizacao clinica de sensibilidade N3o
Para propdsitos de controle de infeccao Sim
Para propdésitos de saude publica Sim

2.1 Definicao

Carbapenemases sao B-lactamases que hidrolisam penicilinas, cefalosporinas na
maioria dos casos, e em varios graus carbapenémicos e monobactamicos (estes
ultimos ndo sao hidrolisados por metalo-B-lactamases).

2.2 Importancia clinica e/ou epidemiologica

O problema da disseminacdo de carbapenemases na Europa data da segunda metade
da década de 1990 em vdrios paises mediterraneos, e foi observada principalmente em
P. aeruginosa (1). No inicio dos anos 2000, a Grécia viveu uma epidemia de Verona
metalo-B-lactamase (VIM), codificada por integrons, em K. pneumoniae (2), seguido por
uma epidemia relacionada a K. pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC), que é
atualmente a carbapenemase mais comum na Europa entre as Enterobacteriaceae (1).
Atualmente, as carbapenemases OXA-48 compreendem o grupo de carbapenemases
gue mais rapidamente aumentam na Europa (3). Na Grécia e na Itdlia em torno de 60 e
15%, respectivamente, das K. pneumoniae invasivas sao atualmente ndo sensiveis aos
carbapenémicos (4). Em 2015, 13/38 paises relataram disseminacgdo inter-regional de
situacdo endémica de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase (CPE), em
comparacdo com 6/38 em 2013 (3). Outras carbapenemases particularmente
problematicas sdo as New Delhi metalo-B-lactamases (NDMs), que sdo altamente
prevalentes no subcontinente indiano e no Oriente Médio e em varias ocasides tem sido
importadas para a Europa (3), existe também exemplos de disseminac¢do regional em
alguns paises (5). As carbapenemases do tipo IMP sdo também comuns em algumas
partes do mundo (6).

As carbapenemases sdao uma fonte de preocupacdo, pois podem conferir resisténcia a
praticamente todos os [-lactamicos, cepas produtoras de carbapenemases
frequentemente possuem mecanismos de resisténcia a uma ampla gama de agentes
antimicrobianos e infec¢des por Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase
estdo associados a altas taxas de mortalidade (7-9).

2.3 Mecanismos de resisténcia

A grande maioria das carbapenemases sdo enzimas adquiridas, codificadas por genes
localizados em elementos transponiveis localizados em plasmideos. As carbapenemases
sdo expressas em varios niveis e diferem significativamente tanto em relagdo as
caracteristicas bioquimicas quanto em relacdo a sua atividade contra B-lactdmicos
especificos. O nivel de expressdo, as propriedades das B-lactamases e a associacao
frequente com outros mecanismos de resisténcia (outras B-lactamases, efluxo e / ou
permeabilidade alterada) resultam numa ampla gama de fendtipos de resisténcia
observados entre isolados produtores de carbapenemase (10-11). A reducdo da



sensibilidade aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae pode, no entanto, também
ser causada por B-lactamases de espectro estendido (ESBL) ou enzimas AmpC quando
coexiste diminui¢ao da permeabilidade devido a alteragdao ou reduc¢do da expressao de
porinas (12), e possivelmente também por proteinas ligantes de penicilina (13).

CPE normalmente apresentam diminuicdo de sensibilidade aos carbapenémicos e na
maioria dos casos sdo resistentes as cefalosporinas (oximino) de espectro estendido
(ceftaxima, ceftriaxona, ceftazidima e/ou cefepime) (14). No entanto, com algumas
dessas enzimas (enzimas OXA-48-like) os organismos podem se apresentar totalmente
sensiveis as cefalosporinas. Atualmente, a maioria dos CPE podem expressar também
enzimas que hidrolisam cefalosporinas, tipo as ESBLS como CTX-Ms, e serem resistentes
as cefalosporinas. Carbapenemases sdo consideradas de grande importancia
epidemioldgica, particularmente quando conferem reducdo da sensibilidade a qualquer
um dos carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem), ou seja,
guando as CIMs estdo acima dos valores dos pontos de corte epidemiolégicos (ECOFF)
definidos pelo EUCAST (15).

2.4 Métodos recomendados para a detec¢ao de carbapenemases
em Enterobacteriaceae

2.4.1 Triagem para produg¢do de carbapenemases

As CIMs de carbapenémicos em Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase
podem estar abaixo dos pontos de corte clinicos (14-16). No entanto, os valores de
ECOFF definidos pelo EUCAST podem ser utilizados para detectar produtores de
carbapenemase. Meropenem oferece a melhor combinacdo entre sensibilidade e
especificidade em termos de deteccdo de produtores de carbapenemase (14-17).
Ertapenem tem excelente sensibilidade, mas pouca especificidade, particularmente em
espécies como Enterobacter spp., devido a sua relativa instabilidade frente as B-
lactamases de espectro estendido (ESBLs) e B-lactamases AmpC em associagdo com
perda de porina (14). Os valores de corte apropriados para a deteccdao de possiveis
produtores de carbapenemase sao mostrados na Tabela 1. Deve-se notar que, a fim de
aumentar a especificidade, os pontos de corte para imipenem e ertapenem
correspondem a uma diluicdo acima dos ECOFFs atualmente definidos.

Tabela 1. Pontos de corte clinicos e para triagem de Enterobacteriaceae produtoras
de carbapenemases (de acordo com a metodologia do EUCAST).

Carbapenémico Diametro do halo de inibigao

et e (mm) com discos de 10 ug
Valor de corte |Valor de corte| Valor de corte | Valor de corte
S/ para triagem S/ para triagem
Meropenem? <2 >0,12 >22 <282
Ertapenem? <0,5 >0,12 >25 <25

1 Melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade
2 Isolados com 25-27 mm sé necessitam ser investigados para produgdo de carbapenemases se forem resistentes a piperacilina-

tazobactam e/ou temocilina (temocilina contribui mais para especificidade). Investigagdo de carbapenemases é sempre necesséria



se o diametro da zona para meropenem for < 25 mm.
3 Elevada sensibilidade, mas baixa especificidade. Pode ser usado como um agente de triagem alternativo, mas isolados com ESBL e

AmpC podem apresentar resisténcia mesmo sem ter carbapenemase.

Uma vez detectada sensibilidade reduzida aos carbapenémicos nos testes de
sensibilidade de rotina, os métodos fenotipicos para deteccdo de carbapenemases
devem ser aplicados. Os principais tipos de métodos incluem o teste de disco
combinado, teste colorimétricos baseados na hidrdlise do carbapenémico, outros
métodos de deteccdo de hidrdlise de carbapenems e, finalmente, um método
imunocromatografico (ensaio de fluxo lateral). Estes diversos testes sdo descritos
abaixo

2.4.2 Teste do disco combinado

O teste do disco combinado tem a vantagem de ser bem validado em estudos e
também estar disponivel comercialmente (MAST, Reino Unido; Rosco, Dinamarca) (18-
22). Os discos ou tablets contém meropenem +/- varios inibidores. Resumidamente, o
acido borodnico inibe carbapenemases da classe A (embora dados além de KPC sejam
raros) e o acido dipicolinico e o EDTA inibem carbapenemases classe B. Além disso, a
OXA-48 é inibida pelo avibactam, mas esse ultimo ainda ndo foi incluido nos painéis
fenotipicos (21,22). Cloxacilina, que inibe B-lactamases AmpC, foi adicionada aos testes
para diferenciar entre hiperproducdao de AmpC com perda simultanea de porinas e
producdao de carbapenemase. O algoritmo para a interpretacdao desses testes com
inibidores esta descrito na Figura 1 e tabela 2. A principal desvantagem é que eles
podem demorar 18 horas (na pratica a incubacgdo é feita durante a noite), por essa
razao novos métodos rapidos estao sendo atualmente pesquisados.

Figura 1. Algoritmo para detec¢ao de carbapenemases.

Diametro do halo do meropenem < 28
mm no disco-difusdo (ou CIM > 0,12
mg/L) em todas as Enterobacteriaceae

Excegdo:
Meropenem 25-27 mm E
piperacilina/tazobactam = 1/S:
Nenhum teste é necessdrio

- I N I N e I ) ;
Sinergismo apenas Sinergismo com Sinergismo apenas [ Sem sinergismo?
com 4c. bordnico ac. borénico e com 4c.
cloxacilina dipicolinico I
_ | RN | J N | J | |
N I " A R? a temocilina: S a temocilina:
KPC (ou outra AmpC Metalo-B- OXA-48 ESBL mais perda
carbapenemase da (cromossdmica ou lactamase (MBL) de porina
classe A) plasmidial) mais - J
L ) perda de porina

1 Combinagdo de varias carbapenemases pode ndo mostrar o sinergismo — ou seja, MBL e KPC em combinag3o.
Testes moleculares sdo necessarios nestes casos.

2 Alto nivel de resisténcia a temocilina (CIM> 128 mg / L, didametro do halo <11 mm) ¢é indicador fenotipico de
producdo de OXA-48.



O algoritmo na Tabela 2 permite a diferenciagio entre metalo-B-lactamases,
carbapenemases da classe A, carbapenemases da classe D e ndo carbapenemases (ESBL
e / ou AmpC mais perda porina). Os testes podem ser feitos com o método de disco-
difusdo, do EUCAST, para organismos ndo fastidiosos. Testes comerciais devem ser
realizados de acordo com as instrucdes do respectivo fabricante.

Até o momento nao existem inibidores disponiveis para as enzimas OXA-48-like. Alto
nivel de resisténcia a temocilina (CIM > 128 mg/L) tem sido proposto como um
marcador fenotipico para os produtores de carbapenemase OXA-48-like (23,24). No
entanto, este marcador ndo é especifico para carbapenemases do tipo OXA-48, uma
vez que outros mecanismos de resisténcia podem conferir este fendtipo. A presenca
de enzimas OXA-48-like, portanto, deve ser confirmada com um método genotipico.

A utilizacdo do teste Hodge modificado ndo é recomendada, uma vez que os resultados
sao dificeis de interpretar, a especificidade é baixa e, em alguns casos, a sensibilidade
nao é ideal (12). Algumas novas modificagdes da técnica tém sido descritas, mas elas
sdo trabalhosas para uso em laboratdrios clinicos de rotina e ndo resolvem todos os
problemas de sensibilidade e especificidade.

Tabela 2. Interpretacdo dos testes fenotipicos (carbapenemases em negrito) por
métodos de disco(tablets)-difusdo. As definicdes exatas de sinergismo sado fornecidas
em bulas para os vérios produtos comerciais.

B-lactamase Sinergismo observado como aumento do halo de CIM de
inibicdo (mm) com disco de meropenem (10 ug) temocilina
>128 mg/Lou
diametro do
ADP/EDTA AAFB/AFB | ADP+AAFB CLX halo de inibi¢do
<11 mm
MBL + - - - Variavel?
KPC - + - - Variavel?
MBL + KPC? Variavel Variavel + - Variavel
OXA-48-like - - - - Sim
AmPC + perda de - + - + Variavel*
porina
ESBL
S : + perda de i ) ) i N3o
porina

Abreviaturas: MBL = metalo-B-lactamase, KPC = Carbapenemase de Klebsiella pneumoniae, ADP = &cido
dipicolinico, EDTA = &acido etilenodiamino tetra-acético, AAFB = acido aminofenilboronico, AFB = acido
fenilborénico, CLX = cloxacilina.

1 O teste de sensibilidade com temocilina é recomendado apenas em casos em que ndo é detectado nenhum
sinergismo, a fim de diferenciar entre ESBL + perda de porinas e enzimas OXA-48-like (23, 24). Quando outras
enzimas estdo presentes a sensibilidade é varidvel e ndo fornece qualquer indicagdo adicional da B-lactamase
presente.

2 Ha um relato que suporta o uso de comprimidos comerciais contendo dois inibidores (ADP ou EDTA mais AAFB
ou AFB) (25), mas ainda faltam estudos multicéntricos ou multiplos estudos de um Unico centro. Esta combinagdo
confere alto nivel de resisténcia a carbapenémicos e é rara fora da Grécia.




2.4.3 Testes bioquimicos (colorimétricos)

O teste Carba NP é um teste rdpido (<2h) de detecgao de hidrélise de carbapenémico,
o qual resulta em alteragao de pH e mudanga de cor de amarelo para vermelho em uma
solugdo de vermelho de fenol (26, 27). O teste Carba NP foi validado com col6nias de
bactérias cultivadas em agar Mueller-Hinton, agar sangue, agar TSA e a maioria dos
meios seletivos utilizados no rastreamento de produtores carbapenemase. O teste
Carba NP ndo pode ser realizado com as colbnias bacterianas cultivadas em agar
Drigalski ou agar MacConkey. Os diferentes passos do método devem ser seguidos
cuidadosamente, a fim de se obter resultados reprodutiveis. Varias publicagdes indicam
gue o método apresenta alta sensibilidade e especificidade (28), embora uma
publicacdo tenha indicado problemas de sensibilidade para isolados com fendtipo
mucoide e para alguma Enterobacteriaceae produtoras de OXA-48 (29). Um produto
comercial baseado nesse método demonstrou apresentar boa performance para
deteccdo de carbapenemases em Enterobacteriaceae (30, 31). Alguns testes
comerciais, incluindo a versao comercial do Carba NP, apresentam alguns problemas
de interpretagao visto que a leitura visual da mudanca de coloragdo pode ser duvidosa;
além disso, uma certa proporcao (3-5%) de resultados sdo ndo interpretaveis.

Um derivado do teste Carba NP, o teste Blue-Carba (BCT) é um teste bioquimico rapido
(<2 h) de deteccdo de producdo de carbapenemase (32, 33). Baseia-se na hidrdlise in
vitro do imipenem por coldnias bacterianas (inoculacdo direta sem lise prévia), que é
detectada por variacdo no pH que resulta em alteracdo do indicador azul de
bromotimol (azul para verde/amarelo ou verde para amarelo). Em uma grande
avaliacdo realizada por Pasteran et al. (34), mas realizado em apenas um Unico
laboratdrio, o teste apresentou excelente sensibilidade para as enzimas classe A e B,
mas a sensibilidade subdtima para deteccdo de enzimas OXA-48.

Um terceiro teste bioquimico é o B CARBA test®, que também pode ser realizado em
<2h. O teste é feito pela adicdo de 1 a 3 col6nias nos reagentes. As leituras devem ser
feitas apds um maximo de 30 min de incubacdo. Mudanca de cor de amarelo para
laranja, vermelho ou roxo indica reac¢do positiva. Um estudo indicou que o tempo de
incubacdo de 0,5 horas, recomendado pelo fabricante, é muito curto para cepas
produtoras de OXA-48. A colecdo de cepas avaliada foi bastante limitada, e seria
necessario um estudo maior para investigar como o teste se compara a outros testes
bioquimicos (35). Numa outra avaliacdo, o B CARBA test® mostrou excelente
desempenho para detectar CPE, especialmente OXA-48. No entanto, a capacidade de
detectar outras carbapenemases de classe A deve ser verificada sendo que alguns
resultados falso-positivos ocorreram com outras pB-lactamases tais como a
superproducdo de B-lactamase K1 em Klebsiella oxytoca (33).

2.4.4 Método de inativagdo de carbapenémico (CIM)

O principio deste método é detectar a hidrélise enzimdtica pela incubacdo de um
carbapenem com uma suspensdo bacteriana. O teste CIM utiliza discos de teste de
sensibilidade a antibidticos como substrato. Apds duas horas de incubacdo de uma alca
carregada de col6nias bacterianas com um disco de meropenem, o disco é colocado em
um d&gar previamente inoculado com Escherichia coli ATCC 25922. A inativacao
enzimatica é indicada por auséncia de zona de inibicdo, enquanto que auséncia de
atividade de carbapenemase implicard na formacdo de zona de inibi¢cdo visto que o
meropenem no disco ndo foi hidrolisado. O teste CIM apresentou desempenho variavel



em diferentes estudos (36-38), mas € uma técnica alternativa, embora o valor preditivo
negativo da mesma nao esteja bem estabelecido. Uma das principais desvantagens dessa
técnica é que ela requer geralmente pelo menos 18 horas para obter os resultados.

2.4.5 Detecgdio de hidrdlise de carbapenémico por MALDI-TOF

O principio é detectar em um equipamento de espectrometria de massa (MALDI TOF) a
diminuicdo ou desaparecimento de certos picos especificos de carbapenémicos em um
espectro de massa quando a suspensao é previamente incubada com o carbapenémico
(39, 40). Os espectros sdo medidos entre m/z 160 e 600, utilizando um espectrémetro
de massa Microflex LT (39). O método foi descrito em varios estudos como tendo boa
sensibilidade e especificidade, com excegao de enzimas do grupo OXA-48. Para corrigir
este problema, NH4HCO3 pode ser adicionado a reacdo, e esta modificacdo, conforme
mostrado indicado em um estudo, melhora a deteccdao de OXA-48 (41). No entanto,
essa metodologia ainda ndo foi avaliada em um estudo multicéntrico ou em varios
estudos de centro Unico. Outra caracteristica pouco pratica é que as configuracdes para
o MALDI-TOF precisam ser alteradas em comparacdao para o que é usado para
identificacdo de espécies (41).

Técnica de fluxo lateral

Uma nova técnica imunocromatografica de fluxo lateral foi recentemente descrita. O
teste é baseado na captura imunoldgica de epitopos de OXA-48, utilizando
nanoparticulas de ouro coloidais ligadas a uma membrana de nitrocelulose dentro de um
dispositivo de fluxo lateral. O teste se baseia no principio que anticorpos monoclonais
anti-OXA-48 sao selecionados como reagentes de captura especificos, para identificacao
direta de enzimas OXA-48-like (42). O ensaio demora cerca de quatro minutos e foi
avaliado tanto em colonias e de frascos de hemocultura contaminados (43-46).
Recentemente, um teste semelhante para KPC também foi desenvolvido, mas a sua
robustez nao foi avaliada em estudos multicéntricos ou em varios estudos de centro
Unico (46).

2.4.6 Cepas controle

Abaixo estdo listadas algumas cepas controle para experimentos fenotipicos e
genotipicos. Intervalos de controle de qualidade para essas cepas ndo estdao disponiveis.
Usudrios de métodos comerciais devem consultar os manuais especificos para selecionar
a cepa controle mais adequada.



Tabela 3 — Exemplos de cepas controle para testes de carbapenemases.

Cepa

Mecanismo

Enterobacter cloacae CCUG 59627

AmpC combinada com reducdo da expressao de
porinas

K. pneumoniae CCUG 58547 or K.
pneumoniae NCTC 13440

Metalo-B-lactamase (VIM)

K. pneumoniae NCTC 13443

Metalo-B-lactamase (NDM-1)

E. coliNCTC 13476

Metalo-B-lactamase (IMP)

K. pneumoniae CCUG 56233 or K.
pneumoniae NCTC 13438

Carbapenemase de Klebsiella pneumoniae (KPC)

K. pneumoniae NCTC 13442

Carbapenemase OXA-48

K. pneumoniae ATCC 25955

Controle negative
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3. Enterobacteriaceae produtoras de -lactamases de
espectro estendido (ESBL)

Importancia da detec¢do do mecanismo de resisténcia

Necessdrio para categorizagao clinica de sensibilidade Nio
Para propdsitos de controle de infec¢ado Sim
Para propdsitos de saude publica Sim
3.1 Defini¢ao

ESBLs sdao enzimas capazes de hidrolisar a maioria das penicilinas e cefalosporinas,
incluindo compostos oxiimino-B-lactamicos (cefuroxima, cefalosporinas de terceira e
quarta geragdes e aztreonam), mas ndo cefamicinas ou carbapenémicos. A maioria das
ESBLs pertence a classe A de Ambler e é inibida por inibidores de B-lactamase (acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam) e por diazabiciclooctanonas (avibactam) (1).

3.2 Importancia clinica e/ou epidemiolégica

As primeiras cepas produtoras de ESBL foram identificadas em 1983, e desde entdo tém
sido detectadas em todo o mundo. Essa distribuicdo é um resultado da expansao clonal
de organismos produtores de ESBL, da transferéncia horizontal de genes de ESBL em
plasmideos e, menos comumente, surgimento de novas enzimas. Certamente os grupos
clinicamente mais importantes de ESBLs sdao as enzimas CTX-M, seguido de SHV e ESBLs
derivados de TEM (2-5).

A produgdao de ESBL tem sido observada principalmente em Enterobacteriaceae,
inicialmente em ambientes hospitalares, mais tarde, em casas de repouso, e desde o
ano 2000, na comunidade (pacientes ambulatoriais, portadores saudaveis, animais
doentes e saudaveis, produtos alimenticios). As espécies produtoras de ESBL mais
frequentemente encontradas sdao Escherichia coli e K. pneumoniae. No entanto, todas
as outras espécies de Enterobacteriaceae clinicamente relevantes sdo também
comumente produtoras de ESBL. A prevaléncia de isolados ESBL positivo depende de
uma série de fatores, incluindo a espécie, a localidade geografica, hospital/ala, grupo de
pacientes e tipo de infeccdao; grandes variacdes tém sido relatadas em diferentes
estudos (2,3,6,7). Os dados do EARS-Net de 2015 mostraram que a taxa de isolados de
K. pneumoniae invasivos ndo sensiveis as cefalosporinas de terceira geragao ultrapassou
0s 20% ou mesmo 50% em muitos paises europeus. Com exceg¢dao da Grécia e da Itdlia
gue apresentam uma alta proporcao de isolados produtores de carbapenemases tipo
KPC, a maioria desses isolados foi assumida como produtores de ESBL com base nos
resultados de testes de ESBL locais (8).

3.3 Mecanismos de resisténcia

A grande maioria das ESBLs é constituida de enzimas adquiridas, codificadas por genes
localizados em plasmideos. As ESBLs adquiridas sdo expressas em varios niveis, e
diferem significativamente quanto as suas caracteristicas bioquimicas, tais como
atividade contra B-lactdmicos especificos (por exemplo, cefotaxima, ceftazidima,
aztreonam). O nivel de expressdo e as propriedades de uma determinada enzima, e a
presenca simultanea de outros mecanismos de resisténcia (outras B-lactamases, efluxo,



permeabilidade alterada) resultam em uma grande diversidade de fendtipos de
resisténcia observados entre os isolados ESBL-positivos (1-4, 9-11).

3.4 Métodos recomendados para a detec¢ao de ESBLs em Enterobacteriaceae

Em muitas dreas, a deteccdo e caracterizacdo de ESBLs é recomendada ou obrigatéria
para fins de controle de infec¢do. A estratégia recomendada para a deteccdo de ESBLs
em Enterobacteriaceae baseia-se na ndo sensibilidade a oxiimino-cefalosporinas, ditas
indicadoras, seguido por testes fenotipicos de confirmacdo (e em alguns casos
genotipicos) (Tabela 1, Figura 1).

O valor de corte para triagem > 1 mg/L é recomendado para cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima e cefpodoxima, de acordo com as diretrizes do EUCAST e do CLSI (Tabela 1)
(12, 13). O ponto de corte clinico do EUCAST para Enterobacteriaceae é também S <1
mg/L (12). A cefpodoxima é a cefalosporina indicadora individualmente mais sensivel
para a deteccdo da producdo de ESBL e pode ser utilizada para triagem. No entanto, é
menos especifica do que a combinacdo de cefotaxima (ou ceftriaxona) e ceftazidima
(14, 15) e apenas os ultimos compostos sdo utilizados no teste de confirmagdo. Os
didametros dos halos correspondentes as cefalosporinas indicadoras estdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Métodos de triagem para deteccao de ESBL em Enterobacteriaceae (13-19).

Método Antibidtico Realizar teste para ESBL se

Cefotaxima/ceftriaxona
E ceftazidima CIM >1 mg/L para qualquer um

Diluicdo em caldo ou dos antimicrobianos
agar?!

Cefpodoxima CIM >1 mg/L

Halo de inibigdo <21 mm
Halo de inibigdo < 23 mm

_ R Ceftriaxona (30 pg) Halo de inibigdo < 22 mm
Disco-difusao E ceftazidima (10 pg)

Cefotaxima (5 pg) ou

Cefpodoxima (10 ug) Halo de inibicdo < 21 mm

1 Em todos os métodos testar cefotaxima ou ceftriaxona E ceftazidima OU testar
cefpodoxima isoladamente.



Figura 1. Algoritmo para deteccdo fenotipica de ESBLs

Triagem para ESBL: N3o Sem
I/R a uma ou ambas cefotaxima e ceftazidima (ou ESBL
cefpodoxima R)

l Sim

Confirmacgdo de ESBL dependente da espécie

A 4 A 4
Grupo 1: E. coli, Klebsiella spp., P. Grupo 2: Enterobacteriaceae com AmpC
mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp. cromossdmica indutiva: Enterobacter spp.,
Citrobacter freundii, Morganella morganii,
v Providencia stuartii, Serratia spp., Hafnia alvei
CONFIRMAGAO DE ESBL! ¢
com ceftazidima e cefotaxima +/- acido
clavulanico Y CONFIRMAGAO DE ESBL
com cefepima +/- 4cido clavulanico
A 4 \ 4 A 4
Negativo: Indeterminado Positivo: y \ 4 y
sem ESBL ESBL Negativo: Indeterminado? Positivo: ESBL
sem ESBL

1Caso a cefoxitina tenha sido testada e a CIM seja >8 mg/L, realizar teste confirmatdrio 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.

3.4.1 Triagem de ESBL em Enterobacteriaceae

A. Triagem no grupo 1 de Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella spp., Raoutella

spp., P. mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp.)

Os métodos recomendados para triagem de ESBL no grupo 1 de Enterobacteriaceae sao
diluicdo em caldo, diluicdo em agar, disco-difusdo ou sistema automatizado (12, 19, 20).
E necessdrio que tanto a cefotaxima (ou ceftriaxona) e ceftazidima sejam utilizadas como
cefalosporinas indicadoras, uma vez que pode haver grandes diferencas de CIMs de
cefotaxima (ou ceftriaxona) e ceftazidima para diferentes isolados produtores de ESBL
(14, 22, 23).

O algoritmo de triagem e os métodos fenotipicos para confirmacao de ESBL, para o grupo
1 de Enterobacteriaceae que sdo positivas em testes de triagem, estdo descritos na
Figura 1 e Tabela 2.

B. Triagem no grupo 2 de Enterobacteriaceae (Enterobacter spp., Serratia spp.,
Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia spp., Hafnia alvei)

Para o grupo 2 de Enterobacteriaceae, recomenda-se que a triagem de ESBL seja
realizada de acordo com os métodos acima descritos para o grupo 1 de
Enterobacteriaceae (Figura 1 e Tabela 3) (18). No entanto, um mecanismo muito comum




de resisténcia as cefalosporinas é a desrepressao da expressdo de B-lactamase AmpC
cromossOmica nessas espécies. Uma vez que a cefepima é estavel a hidrélise por AmpC,
pode ser utilizada em testes fenotipicos com acido clavulanico.

3.4.2 Meétodos fenotipicos de confirmagdo

Quatro dos varios métodos fenotipicos, com base na inibicdo in vitro da atividade de
ESBL por acido clavulanico, sdo recomendados para confirmacdo ESBL: o teste do disco
combinado (TDC), o teste de sinergismo de duplo disco (TSDD), o teste de gradiente
ESBL, e teste de microdiluicdo em caldo (Tabelas 2 e 3) (20, 21, 24). Em um estudo
multicéntrico o TDC apresentou especificidade superior ao teste gradiente ESBL e
sensibilidade compardvel (25). Os fabricantes de sistemas automatizados de testes de
sensibilidade implementaram os testes de deteccdo baseados na inibicdo de enzimas
ESBL pelo acido clavulanico. Os desempenhos dos métodos de confirmacao diferem em
diferentes estudos, dependendo da colecdo de cepas testadas e do equipamento
utilizado (17-19).

A. Teste do disco combinado (TDC)

Para cada ensaio, os discos contendo a cefalosporina isoladamente (cefotaxima,
ceftazidima, cefepima) e em combinagdao com o 4cido clavulanico, sdo aplicados. O halo
de inibicdo em torno do disco de cefalosporina combinado com o acido clavulanico é
comparado com o halo em torno do disco com a cefalosporina isoladamente. O teste é
positivo se o diametro do halo de inibicdo com o disco combinado for pelo menos 5
mm maior do que aquele com o disco sem o acido clavulanico (Tabela 3) (26, 27).

B. Teste de sinergismo de disco duplo (TSDD)

Os discos contendo as cefalosporinas (cefotaxima, ceftazidima, cefepima) sdo aplicados
a placa, préximos a um disco com o acido clavulanico (amoxicilina-acido clavulanico).
Um resultado positivo é indicado quando as zonas de inibicdo em torno de qualquer
um discos de cefalosporinas sao aumentadas na direcdo do disco que contém o acido
clavulanico. A distancia entre os discos é critica e 20 mm de centro a centro parece ser
a distancia 6tima para discos de cefalosporinas de 30 ug; no entanto, pode ser reduzida
(15 mm) ou aumentada (30 mm) para testar as cepas com niveis muito elevados ou
baixos de resisténcia, respectivamente (20). As recomendacles precisam ser
reavaliadas para discos com menor conteudo de cefalosporinas, como utilizado no
método de disco-difusao do EUCAST.

C. Método do gradiente

Testes de gradiente sdo realizados, lidos e interpretados de acordo com as instrucdes
do fabricante. O teste é positivo se uma reducdo de oito vezes é observada na CIM de
cefalosporina combinada com 4cido clavuldnico em comparacdo com a CIM da
cefalosporina isoladamente ou se uma zona fantasma ou elipse deformada estd
presente (ver instrucdes do fabricante para as ilustracdes) (Tabela 3). O resultado do
teste é indeterminado se a tira ndo puder ser lida, devido ao crescimento para além da
faixa de CIM da tira. Em todos os outros casos, o resultado do teste é negativo. O teste
do gradiente para ESBL deve ser utilizado para a confirmacdo da producdo de ESBL e
ndo é confidvel para determinacdo da CIM.




D. Microdiluicdo em caldo

A microdiluicdo em caldo é realizada com caldo Mueller-Hinton contendo dilui¢Ges
seriadas de razdao 2 de cefotaxima, ceftazidima e cefepima em concentragdes
compreendidas entre 0,25 e 512 mg/L, com e sem 4&cido clavulanico, a uma
concentracdo fixa de 4 mg/L. O teste é positivo se uma reducgdo igual ou maior que 8
vezes for observada na CIM da cefalosporina combinada com 4cido clavulanico em
comparacdao com a CIM da cefalosporina isoladamente. Em todos os outros casos, o
resultado do teste é negativo (24).

E. Testes bioguimicos (colorimétricos)

O teste ESBL NDP foi descrito primeiramente em 2012, e usa cefotaxima como
indicador antimicrobiano, com tazobactam como inibidor (28). E realizado em placas
de 96 pocos ou em tubos separados. Mudanca de cor de vermelho para amarelo é
considerado um teste positivo. O teste também foi usado diretamente em amostras do
paciente (29). Excelentes sensibilidades e especificidades foram descritas, mas o teste
nao foi avaliado em estudo multicéntrico.

O teste B-LACTA é um teste colorimétrico utilizando um substrato de cefalosporina
cromogénica (HMRZ-86) em isolados bacterianos e também diretamente em amostras
clinicas (30). Em um estudo prospectivo multicéntrico na Bélgica e na Franca, verificou-
se que apresentava uma excelente sensibilidade e especificidade para E. coli e K.
pneumoniae (96% e 100%, respectivamente), enquanto mostrou menor sensibilidade
(67%) para espécies que produzem [-lactamases AmpC induziveis. O alto valor
preditivo negativo para E. coli e K. pneumoniae (99% em areas com prevaléncia de
resisténcia as C3G variando entre 10-30%) faz com que este teste simples seja muito
eficiente para a previsdo de resisténcia a cefalosporinas de terceira geracao,
particularmente em cepas produtoras de B-lactamase de espectro estendido.

F. Consideracdes especiais na interpretacao

Testes de confirmacgao de ESBL que usam cefotaxima como a cefalosporina indicadora
podem ser falsamente positivos para cepas de Klebsiella oxytoca com hiperproducgao
de B-lactamase cromossémica K1 (OXY-like) (27). Um fendtipo semelhante também
pode ser encontrado em Proteus vulgaris, Proteus penneri, Citrobacter koseri e
Kluyvera spp. e em algumas espécies relacionadas a C. koseri, como C. sedlakii, C.
farmeri e C. amalonaticus, que tém B-lactamases cromossdmicas que sdo inibidas pelo
acido clavulanico (28, 29). Outra possivel causa de resultados falso-positivos é
hiperproducdo de SHV-1, TEM-1 ou B-lactamase OXA-1-like de amplo espectro
combinado com permeabilidade alterada (17). Problemas semelhantes com resultados
falso-positivos para K. oxytoca produtores de K1 podem surgir quando se utiliza os
testes de confirmacdo com base apenas em cefepima (34).




Tabela 2. Testes confirmatoérios para ESBL em Enterobacteriaceae que sao positivos
nos testes de triagem para ESBL (ver Tabela 1). Grupo 1 de Enterobacteriaceae (ver

Figura 1).

Método

Agente
antimicrobiano
(conteudo do disco)

A confirmagao de ESBL é
positiva se

Teste de gradiente
para ESBL

Cefotaxima  +/-
acido clavulanico

A razao de CIMs for > 8 ou se
houver deformacao da elipse

Ceftazidima  +/-
acido clavulanico

A razao de CIMs for > 8 ou se
houver deformacao da elipse

Teste de disco-
difusdo combinado
(TDC)

Cefotaxima (30 pg) +/-
acido clavulanico (10 pg)

Aumento no halo de inibicao 2 5
mm

Ceftazidima (30 pg) +/-
acido clavulanico (10 pg)

Aumento no halo de inibicao 2 5
mm

Microdiluicdo em | Cefotaxima +/- 4cido |Razdo entre CIMs>8
caldo clavulanico (4 mg/L)
Ceftazidima +/- 4cido |Razdo entre CIMs =8
clavulanico (4 mg/L)
Cefepima +/- 4acido |Razdoentre CIMs>8
clavulanico (4 mg/L)
Teste de Cefotaxima, ceftazidima e |Expansdo do halo de inibicao da

sinergismo do
duplo disco (TSDD)

cefepima

cefalosporina  indicadora em
direcdo ao disco de amoxicilina-
acido clavulanico

Tabela 3. Testes confirmatérios para ESBL em Enterobacteriaceae que sao positivas
nos testes de triagem para ESBL (ver Tabela 1). Grupo 2 de Enterobacteriaceae (ver

Figura 1).

Método

Antimicrobiano

A confirmagdo é positiva se

Teste de gradiente para
ESBL - Etest ESBL

Cefepima +/- 4cido clavulanico

Arazdo de CIMs for > 8 ou se
houver deformacao da elipse

Teste de disco-difusdo
combinado (TDC)

Cefepima (30 ug)
+/- 4cido clavulanico
(10 pg)

Aumento =5 mm no halo de inibigdo

Microdiluicdo em

Cefepima +/- 4cido

Razdo entre CIMs > 8

caldo clavulanico (concentragédo
fixa de 4 mg/L)
Teste de Cefotaxima, ceftazidima, Expansao do halo de inibicdo da

sinergismo do
duplo disco (TSDD)

cefepima

cefalosporina indicadora em diregdo
ao disco de amoxicilina-acido
clavulanico




3.4.3 Detecgdo fenotipica de ESBL na presenga de outras 8-lactamases que

mascaram o sinergismo

Testes com resultados indeterminados (Etest) e resultados falso-negativos (TDC, TSDD,
Etest e microdiluicdo) podem resultar da expressao de alto nivel de B-lactamases AmpC,
gue mascaram a presenca de ESBLs (20, 34, 35). Isolados com expressado de alto nivel
de B-lactamases AmpC geralmente mostram clara resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracdo. Além disso, a resisténcia a cefamicinas, ou seja, CIM de cefoxitina >8
mg/L, podem ser indicativos de expressdo de alto nivel de B-lactamases AmpC, (34),
com a rara excegao das B-lactamases ACC, que nao conferem resisténcia a cefoxitina
(36).

Para confirmar a presenca de ESBL em isolados com expressao de alto nivel de B-
lactamases AmpC, recomenda-se que um teste confirmatério adicional para ESBL seja
realizado com cefepima como cefalosporina indicadora, uma vez que a cefepima
geralmente nao é hidrolisada por B-lactamases AmpC. A cefepima pode ser utilizada
em todos os formatos de ensaios TDC, TSDD, gradiente ou diluicdo em caldo (27, 37-
39). Abordagens alternativas incluem o uso de cloxacilina, que é um bom inibidor de
enzimas AmpC. Este formato de TDC utiliza discos que contém as duas cefalosporinas
indicadoras (cefotaxima e ceftazidima) com acido clavulanico e cloxacilina juntos; e TDC
ou TSDD padrao em placas de agar suplementado com 200-250 mg de cloxacilina por
litro (19). Ha também discos contendo tanto acido clavulanico e cloxacilina no mercado,
mas as avaliagdes multicéntricas destes produtos sao insuficientes.

A presenca de ESBLs pode também ser mascarada por carbapenemases tais como MBL
ou KPCs (mas n3o enzimas OXA-48-like) e / ou por defeitos graves de permeabilidade
(40, 41). Se a deteccdo ainda é considerada relevante, recomenda-se que os métodos
moleculares para deteccdo de ESBL sejam utilizados.

3.4.4 Confirmacgdo genotipica

Para a confirmacdo genotipica da presenca de genes de ESBL, existem diversos
métodos disponiveis desde de PCR com sequenciamento até o sequenciamento de
genoma completo bacteriano seguido de mapeamento in silico dos genes de
resisténcia. Existem também técnicas a base de microarray de DNA. Existem métodos
comerciais e in-house disponiveis, mas estes métodos ndao foram sistematicamente
avaliados e, portanto, ndo serao abordados nesse documento. Informagdes sobre
sequenciamento de genoma completo estdo descritas em outro documento do
EUCAST (42).

3.4.5 Controle de qualidade

Abaixo estdo listadas algumas cepas controle para experimentos fenotipicos e
genotipicos. Intervalos de controle de qualidade para essas cepas ndo estdo
disponiveis. Usuarios de métodos comerciais devem consultar os manuais especificos
para selecionar a cepa controle mais adequada.



Table 4. Exemplos de cepas para controle de qualidade dos testes de deteccdo de
ESBLs.

Cepas Mecanismo

K. pneumoniae ATCC 700603 ESBL SHV-18

E. coli CCUG62975 ESBL grupo CTX-M-1 e AmpC CMY adquirida

E. coli ATCC 25922 ESBL negativo
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4. Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamases AmpC
adquiridas

Importancia da detec¢ao de mecanismos de resisténcia

Necessdrio para categorizagao clinica de sensibilidade N3o
Para propdsitos de controle de infec¢ado Sim
Para propdsitos de saude publica Sim

4.1 Definicao
Cefalosporinases do tipo AmpC sdo B-lactamases da classe C de Ambler. Elas hidrolisam
penicilinas, cefalosporinas (incluindo a terceira geragdo, mas geralmente ndo os
compostos de quarta geracdo) e monobactamicos. Em geral, as enzimas do tipo AmpC
sdo fracamente inibidas pelos inibidores de ESBL classicos, especialmente o dacido
clavulanico (1).

4.2 Importancia clinica e/ou epidemioldgica

Os primeiros isolados produtores de AmpCs adquiridas foram identificados no final da
década de 1980, e desde entdo tém sido detectadas globalmente, como resultado da
disseminacao clonal e a transferéncia horizontal de genes AmpC (muitas vezes referida
como AmpC mediada por plasmideo). Ha diversas linhagens de genes AmpC moéveis,
provenientes de produtores naturais, a saber, o grupo Enterobacter (MIR, ACT), o grupo
C. freundii (CMY-2 like LAT, FCE), o grupo M. morganii (DHA), o grupo Hafnia alvei (ACC),
o grupo Aeromonas (CMY-1-like, FOX, MOX) e o grupo Acinetobacter baumannii (ABA).
As mais comuns e mais amplamente disseminadas s3ao as enzimas de CMY-2-like,
embora B-lactamases DHA-like induziveis e algumas outras também tenham se
disseminado amplamente (1).

As principais espécies produtoras de AmpCs adquiridas sdo E. coli, K. pneumoniae, K.
oxytoca, Salmonella enterica e P. mirabilis. |solados com essas enzimas foram
recuperados tanto a partir de pacientes hospitalizados quanto da comunidade, e foram
recuperadas em animais de producdo e nos produtos alimentares (em E. coli e S.
enterica) anteriormente as enzimas ESBL cldssicas. Embora as AmpCs adquiridas tenham
se disseminado amplamente e terem sido reportadas em estudos multicéntricos de
resisténcia de enterobactérias as cefalosporinas de terceira geracao, a sua frequéncia
global tem se mantido muito abaixo daquela das ESBLs, pelo menos na Europa. No
entanto, em alguns locais e situacOes epidemioldgicas especificas, o significado de
organismos produtores dessas enzimas pode aumentar substancialmente (1-5).

4.3 Mecanismos de resisténcia
Numerosas Enterobacteriaceae e alguns outros bacilos Gram-negativos produzem
AmpCs naturais, seja constitutivamente a um nivel minimo (por exemplo, E. coli,



Acinetobacter baumannii) ou por indugdo (por exemplo, Enterobacter spp., C. freundii,
M. morganii, P. aeruginosa). A desrepressdo ou hiperprodugdao de AmpCs naturais sao
devidas a varias alteracGes genéticas e conferem alto nivel de resisténcia as
cefalosporinas e combinagdes de penicilina com inibidores de B-lactamase. As
cefalosporinases da classe C também podem ocorrer como enzimas adquiridas,
principalmente em Enterobacteriaceae. Exceto para alguns tipos induziveis (por
exemplo, DHA), as AmpCs adquiridas sdao expressas constitutivamente, o que confere
resisténcia semelhante aquela observada em mutantes desreprimidos ou
hiperprodutores de AmpCs naturais. Os niveis de resisténcia dependem das
guantidades de enzimas expressas, bem como da presenga de outros mecanismos de
resisténcia. De modo semelhante as ESBLs, as AmpCs adquiridas sdo normalmente
codificadas por genes mediados por plasmideos (1-3).

4.4 Métodos recomendados para a detecgdao de AmpCs adquiridas em

Enterobacteriaceae

Uma CIM de cefoxitina >8 mg/L (zona de inibigdo < 19 mm) combinada com resisténcia
fenotipica de ceftazidima e/ou cefotaxima (conforme definida pelos pontos de corte)
podem ser utilizadas como critérios fenotipicos para investigacdo de producdo de AmpC
no grupo 1 de Enterobacteriaceae, embora esta estratégia ndo detecte ACC-1, uma
AmpC mediada por plasmideos que nao hidrolisa cefoxitina (6). Deve-se notar que a
resisténcia a cefoxitina também pode ser devida a deficiéncia de porinas (1).

Figura 1. Algoritmo para detec¢ao de AmpC.

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

I
v v

Sinergismo com cloxacilina Sinergismo com
detectado cloxacilina NAO detectado
E. coli e Shigella spp.: K. pneumoniae, P. Outros mecanismos (ex.
PCR é necessdria para mirabilis, Salmonella perda de porina)
discriminar entre AmpC (n3o tem AmpC
cromossdmica e

cromossémica) AmpC

plasmidial plasmidial detectada

1-Cefoxitina R é aqui definido como do tipo ndo selvagem (CIM > 8 mg/L ou didmetro do halo
<19 mm). Para definicdo de resisténcia a cefotaxima e ceftazidima utilizar os pontos de corte
do EUCAST atuais. Investigacdao dos isolados com n3do sensibilidade a cefotaxima e
ceftazidima é uma abordagem com maior sensibilidade, mas baixa especificidade em
comparacdo com o foco em isolados resistentes a cefoxitina (7). AmpC também pode estar
presente em isolados com um teste positivo para ESBL (sinergismo com acido clavulanico).
Para os laboratdérios que nao testam cefoxitina, sensibilidade a cefepima juntamente com
resisténcia a cefotaxima e/ou ceftazidima é outro indicador fenotipico de AmpC, embora
menos especifico.



Abaixo estdo listadas algumas cepas controle para experimentos fenotipicos e
genotipicos. Intervalos de controle de qualidade para essas cepas ndo estdo disponiveis.
Usuarios de métodos comerciais devem consultar os manuais especificos para
selecionar a cepa controle mais adequada.

Tabela 1. Exemplos de cepas controle testes de detecg¢ao de AmpC

Cepa Mecanismo
E. coli CCUG 58543 AmpC CMY-2 adquirida
E. coli CCUG62975 AmpC CMY AmpC e ESBL grupo CTX-M-1

K. pneumoniae CCUG 58545 Acquired DHA

E. coli ATCC 25922 AmpC negativa
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5. Bacilos Gram negativos resistentes a polimixina

Importancia da detec¢ao de mecanismos de resisténcia

Necessdrio para categorizacdo clinica de sensibilidade Sim
Para propdsito de controle de infecgdo Sim
Para propdésito de saude publica Sim

A resisténcia adquirida as polimixinas em Enterobacteriaceae surgiu nos ultimos anos no mundo
inteiro. A resisténcia, em especial, a mediada por plasmideos, tanto em animais, produtos
alimentares e seres humanos é preocupante, uma vez que hd uma grande propensdo para a
disseminacao horizontal.

Anteriormente, a resisténcia as polimixinas foi relatada como sendo sempre mediada
cromossomicamente e geralmente relacionada a muta¢des em vdrios genes do sistema
regulador de dois componentes para a biossintese do lipido A e, portanto, regulacdo da carga no
lipopolissacarideo (LPS) (1,2). Em 2015, foram feitos os primeiros relatos sobre resisténcia a
colistina mediada por plasmideo os quais foram relacionados a uma fosfoetanolamina
transferase de origem plasmidial, que adiciona um grupo fosfoetanolamina ao lipido A. O efeito
resultante é a diminuicdo da carga negativa no LPS e, assim, menor interacdo com as polimixinas
carregadas positivamente. O novo determinante de resisténcia foi denominado MCR-1 (3). Desde
entdo, este mecanismo de resisténcia foi documentado em todos os continentes. Um isolado
remonta a década de 1980, mas parece que o surgimento mundial ocorreu ha cerca de 5 anos
(4). Durante 2016, duas novas variantes do MCR-1 foram descritas - MCR-1.2 e MCR-2 (5, 6).

Em cepas invasivas europeias de K. pneumoniae, as taxas gerais de resisténcia a colistina sdo de
8,6% e podem chegar a 29% em isolados resistentes aos carbapenémicos (7). Deve-se notar que
a variagdo nas taxas entre diferentes paises é muito alta e que questdes metodolégicas podem
contribuir para nimeros inflacionados. Acredita-se que a maioria da resisténcia seja devido a
mecanismos cromossomicos, embora existam varios relatos sobre Enterobacteriaceae
produtora de carbapenemase com MCR-1 (4).

Atualmente, ndo existem métodos que tenham sido avaliados extensivamente para a
caracterizagdo fenotipica dos diferentes mecanismos de resisténcia as polimixinas, exceto a
determinacgdo da CIM pela microdiluigdo em caldo (as técnicas de gradiente de difuséo e de disco-
difusdo ndo sdo confidveis para esta classe de antibiéticos). Recentemente, descobriu-se que as
enzimas MCR sdo dependentes de zinco para sua hidrdlise e que a quelagao de zinco pode,
portanto, inibir sua atividade (8). Por conseguinte, sdo esperados o desenvolvimento de testes
de inibicao baseados em EDTA ou acido dipicolinico. No entanto, o foco atual estd na detecgdo
da resisténcia as polimixinas, independentemente do mecanismo. Os laboratdrios sdo
aconselhados a usar sempre a microdiluicdo em caldo para os testes de suscetibilidade a colistina
e a usar sempre o sulfato de colistina (9). Especificamente, os testes de disco-difusdo e de
gradiente ndo devem ser usados, pois estdo associados ao alto risco de erros maiores (major
erros) e erros muito maiores (very major erros) no teste de suscetibilidade (10). Recentemente,
um método colorimétrico também foi descrito, mas ainda nao foi testado quanto a robustez em
mais de um centro (11). Quando necessario realizar estudos mais aprofundados sobre os
mecanismos de resisténcia, deve-se utilizar métodos moleculares. A recomendac¢do atual é
realizar tais testes adicionais somente em isolados resistentes a colistina.

O controle de qualidade para teste da colistina deve ser realizado tanto com uma cepa sensivel



de QC (E. coli ATCC 25922 ou P. aeruginosa ATCC 27853) como com cepa resistente a colistina E.
coli NCTC 13846 (positiva para mcr-1). Para E. coli NCTC 13846, o valor alvo de MIC para colistina
€ 4 mg/L e apenas ocasionalmente, 2 ou 8 mg/L.
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6. P. aeruginosa e Acinetobacter produtores de carbapenemase

Importancia da detec¢ao de mecanismos de resisténcia

Necessdrio para categorizacdo clinica de sensibilidade N3o
Para propdsito de controle de infecgdo Sim
Para propdsito de saude publica Sim

P. aeruginosa e o complexo Acinetobacter baumannii produtores de carbapenemases sdo
comuns em muitas partes da Europa (1). Em Pseudomonas aeruginosa, VIM, principalmente VIM-
2, é a enzima predominante na Europa, mas os produtores de KPC também tém sido notados em
paises da América Latina (2). Em Acinetobacter, as carbapenemases OXA, principalmente as
enzimas OXA-23-, OXA 24/40-, OXA-58-, OXA-143-, OXA-235-like, sdo encontradas mais
frequentemente (3).

Atualmente, ndo ha inibidores especificos das carbapenemases tipo OXA de classe D e nenhum
dos métodos fenotipicos existentes fornece resultados satisfatérios para a
deteccdo/identificacdo dessas carbapenemases em Acinetobacter. Testes colorimétricos foram
testados, mas em geral ndo se mostraram precisos neste género (4). Acinetobacter pode também
ter carbapenemases do tipo MBL e é possivel que os ensaios possam funcionar melhor com estas
enzimas.

Para P. aeruginosa, os ensaios de Etest® para MBL, assim como os ensaios baseados em disco,
tém sido usados hd varias décadas, mas sdo prejudicados pela sua baixa especificidade (5-7).
Recentemente, varios autores também sugeriram varias modificacGes dos testes de combinacdo
de disco (de imipenem ou meropenem combinado com varios compostos inibidores da classe B
(EDTA ou DPA), mas estes foram validados em estudos de centro Unico, podendo ser diferentes
em cenario diferentes (8, 9). Os testes colorimétricos apresentam melhor desempenho para P.
aeruginosa do que para Acinetobacter (10) e provavelmente sdo os testes com maior
especificidade comprovada no momento. Ainda assim, nenhum teste parece suficientemente
especifico para ser usado como teste autdbnomo sem confirmagao molecular.

Em geral, devem ser utilizadas métodos genotipicos para a caracteriza¢gdo de P. aeruginosa e
Acinetobacter possivelmente produtoras de carbapenemases, mas particularmente para
P. aeruginosa, algumas das abordagens fenotipicas acima mencionadas poderiam,
provavelmente, ter valor para testes iniciais.

Deve-se notar que o teste de carbapenemase seria clinicamente mais relevante em
P. aeruginosa, uma vez que esta espécie pode ser resistente a carbapenémicos através de
multiplos mecanismos cromossémicos (efluxo ativo, alteragdo ou deficiéncia de porina).
Inversamente, a resisténcia a carbapenémicos em Acinetobacter é quase sempre devido a
producao de carbapenemases tipo OXA.

Algumas cepas controle sugeridas sdo P. aeruginosa NCTC 13437 (produtora de VIM-10) e
A. baumanniji NCTC 13301 (produtora de OXA-23). Ndo existem intervalos de CQ para estas
cepas.
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7. Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA)

Importancia do mecanismo de resisténcia

Necessdrio para categorizagado clinica da sensibilidade Sim
Para propdsito de controle de infecgdo Sim
Para propdsito de saude publica Sim

7.1 Definicao

Isolados de S. aureus com uma proteina auxiliar de ligacao a penicilina (PBP2a ou a PBP2c
codificada pelos genes mecA ou mecC) para a qual os agentes B-lactamicos tém uma baixa
afinidade, exceto para a nova classe de cefalosporinas que tém atividade anti-MRSA

(ceftarolina e ceftobiprole).

7.2 Importancia clinica e/ou epidemiolégica

S. aureus resistente a meticilina € uma das principais causas de morbidade e mortalidade
em todo o mundo (1,2). A mortalidade das infeccGes da corrente sanguinea por MRSA é
o dobro daquela das infec¢des semelhantes causadas por cepas sensiveis a meticilina
devido ao retardo no tratamento adequado e regimes de tratamento alternativos
inferiores (3). Infecgdes por MRSA s3do endémicas tanto em hospitais quanto na
comunidade em todas as partes do mundo.

7.3 Mecanismos de resisténcia

O principal mecanismo de resisténcia é a producdo de proteina auxiliar de ligacdo a
penicilina PBP2a/PBP2c que tornam o isolado resistente a todos os B-lactamicos, exceto
a nova classe de cefalosporinas “anti-MRSA”. Esses agentes tém afinidade
suficientemente elevada a PBP2a, e provavelmente também a PBP2 codificada por mecC
(anteriormente designado mecAica2s1), para serem ativos contra MRSA (4). As PBPs
auxiliares sdo codificadas pelo gene mecA ou mecC recentemente descrito (5). O
elemento mec é exdgeno ao S. qureus e ndo esta presente em S. agureus sensivel a
meticilina. Cepas com expressao heterogénea do gene mecA e CIMs frequentemente
baixas prejudicam a acurdcia dos testes de sensibilidade (5). Além disso, alguns isolados
expressam a resisténcia de baixo nivel a oxacilina, mas sdo mecA e mecC negativo e nao
produzem PBPs auxiliares [S. aureus com sensibilidade borderline (BORSA)]. Essas cepas
sao relativamente raras e o mecanismo de resisténcia é mal caracterizado, mas pode
incluir hiperproducdo de B-lactamases ou alteracao das PBPs pré-existentes (6).

Isolados de S. aureus positivos para mecA que sdo sensiveis tanto a cefoxitina como a
oxacilina (OS-MRSA) devido a inativacdo do mecA foram descritos em diferentes partes
do mundo. Essas cepas sao diferentes dos MRSA com resisténcia heterogénea, que
também sdo sensiveis a oxacilina, mas resistentes a cefoxitina (7, 8). Estima-se que a
frequéncia de tais isolados seja aproximadamente 3% de acordo com resultados
fenotipicos convencionais combinados com resultados de PCR positivos para mecA.



Reversdo da suscetibilidade a resisténcia a meticilina durante o uso prolongado de
antibioticoterapia foi bem documentada em um caso (9), mas estima-se que tenha
ocorrido em outros casos; a taxa dessa resisténcia reversivel é, no entanto, desconhecida
no momento atual. Tais isolados podem, por definicdo, ser detectados apenas por andlise
molecular. Deve-se notar que isso ndo se aplica para o fato que a analise molecular deva
ser feita com todas as cepas, mas o fendmeno pode ter importancia em caso de falha
terapéutica. Se o gene mecA for detectado aleatoriamente ou devido a triagem por falha
terapéutica, o isolado deve ser sempre relatado como resistente.

7.4 Métodos recomendados para a detecg¢ao da resisténcia a meticilina em

S. aureus

A resisténcia a oxacilina/meticilina pode ser detectada fenotipicamente pela
determinacgao da CIM bem como por teste de disco-difusdo. Aglutinagcdao com latex pode
ser usado para detectar PBP2a, mas ndo é confiavel para detectar PBP2c. Deteccao
genotipica utilizando a PCR é confidvel.

7.4.1 Detecg¢éio por determinagéo da CIM ou disco-difuséo

A expressao heterogénea de resisténcia afeta particularmente a CIM de oxacilina, a qual
pode se mostrar sensivel. A cefoxitina € um marcador muito sensivel e especifico da
resisténcia mediada por mecA/mecC e é o farmaco de elei¢do para o disco-difusdo. O uso
do teste de disco-difusdo com oxacilina deve ser desencorajado e os critérios
interpretativos para os halos de inibigdo ndo estao mais incluidos na tabela de pontos de
corte do EUCAST devido a fraca correlagdao com a presenca de mecA.

A. Microdiluicdo em caldo:
A metodologia padrdo (ISSO 20776-1) deve ser utilizada e cepas com CIM > 4 mg/L deve

ser reportadas como resistentes a meticilina.

B. Disco-difusao:
Utilizar a metodologia de disco-difusao do EUCAST. Cepas com um halo de inibi¢ao < 22
mm para a cefoxitina devem ser reportadas como resistentes a meticilina.

7.4.2 Detec¢do por métodos genotipicos e aglutinacdo com latex

A deteccdo genotipica dos genes mecA e mecC por PCR (10, 11) e a deteccdo da proteina
PBP2a por kit de aglutinacdo com latex é possivel pela utilizacdo de testes comerciais ou
“in house”. A proteina PBP2c ndo é detectada pela maioria dos testes comerciais.

7.4.3 Cepas controle

Abaixo estdo listadas algumas cepas controle para experimentos fenotipicos e
genotipicos. Intervalos de controle de qualidade para essas cepas ndo estao disponiveis.
Usuarios de métodos comerciais devem consultar os manuais especificos para selecionar
a cepa controle mais adequada.



Tabela 1. Exemplos de cepas controle para deteccdo de MRSA.

Cepa Mecanismo

S. aureus ATCC 29213 Sensivel a meticilina

S. aureus NCTC 12493 Resistente a meticilina (mecA)
S. aureus NCTC 13552 Resistente a meticilina (mecC)
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8. Staphylococcus aureus resistente a vancomicina

Importancia da detec¢ao do mecanismo

Necessdrio para categorizagado clinica da sensibilidade Sim
Para propdsito de controle de infeccao Sim
Para propdsito de saude publica Sim

8.1 Definigao

O ponto de corte clinico (CIM) do EUCAST para a resisténcia a vancomicina em S. aureus
é > 2 mg/L. Nos ultimos anos, os pontos de corte para vancomicina foram reduzidos,
eliminando assim o grupo intermediario. No entanto, existem diferengas importantes
no mecanismo de resisténcia de alto nivel a vancomicina mediada por VanA (VRSA) e
isolados com resisténcia de baixo nivel ndo mediada por VanA. Assim, a denominacao
de S. aureus intermedidrio a vancomicina (VISA) e S. aureus com heterorresisténcia
intermediaria aos vancomicina (hVISA) tem sido mantidas para os isolados com
resisténcia de baixo nivel a vancomicina ndo mediada por VanA. A CIM deve ser sempre
determinada ao utilizar a vancomicina para tratar um paciente com uma infecgdo grave
por S. aureus. Em casos especificos, por exemplo, quando ha suspeita de falha
terapéutica, o teste para hVISA é justificdvel. Devido a complexidade da confirmacao de
um hVISA, a vigilancia antimicrobiana esta focada na deteccdo de VISA e VRSA.

VRSA: S. aureus resistente a vancomicina:
Isolados de S. aureus com alto nivel de resisténcia a vancomicina (CIM > 8 mg/L).

VISA: S. aureus intermediario a vancomicina:
Isolados de S. aureus com resisténcia de baixo nivel a vancomicina (CIM 4-8 mg/L).

hVISA: S. aureus com heterorresisténcia intermedidria a vancomicina:

Isolados de S. aureus sensiveis a vancomicina (CIMs <2 mg/L), mas com populag¢des
minoritdrias (1 em cada 10° células) com CIM de vancomicina > 2 mg/L, conforme
investigacao do perfil por analise populacional.

Deve ser mencionado que embora os termos acima ainda sejam utilizados, todas as
categorias acima devem ser consideradas como clinicamente resistentes.

8.2 Importancia clinica e/ou epidemiolégica

N3o ha pesquisas recentes sobre a prevaléncia de isolados com sensibilidade reduzida
aos glicopeptideos na Europa. Com base em relatdrios de instituicdes individuais,
estima-se que a prevaléncia de hVISA é < 2% dos MRSA na Europa, e VISA abaixo de
0,1% (1). VRSA ainda ndo foi relatado na Europa (1) e atualmente é extremamente raro
em todo o mundo (2). A prevaléncia de hVISA pode ser consideravelmente maior em
uma regido especifica (1), o que é mais frequentemente associado a disseminacao de
linhagens clonais especificas (2). A grande maioria dos isolados com CIM elevada (VISA)
ou contendo subpopulacdes resistentes (hVISA) sdio MRSA.



Tem sido dificil determinar o significado clinico do hVISA uma vez que nenhum estudo
prospectivo bem controlado foi realizado. No entanto, acredita-se que a presenca do
fendétipo hVISA possa estar associada com pior resposta clinica, pelo menos em
infecgOes graves (2, 3). Por isso, é prudente investigar hVISA em infec¢Ges da corrente
sanguinea que ndo respondem a terapia. Recentemente, tem surgido cada vez mais
evidéncias de que os isolados com CIMs correspondentes a valores no limite superior
do intervalo de sensibilidade (CIM > 1 mg/L) estdo associados com resposta clinica
reduzida bem como a um aumento da mortalidade em, pelo menos, infeccées da
corrente sanguinea (3-8). A possivel causa dessas observacdes ndo é clara, mas pode
estar associada a exposicdo a baixos niveis de vancomicina (9,10). Além disso, a
interpretacao dos achados de diferentes estudos se torna confusa devido as diferencas
de CIM as quais sdo geradas por diferentes métodos (8, 9).

O mecanismo de hVISA é complexo e a detec¢do depende de analise populacional (11),
o que é complicado porque requer equipamentos especiais bem como um alto nivel de
conhecimento técnico. A metodologia para a deteccao de hVISA sera descrita, mas para
fins de vigilancia a informacao é restrita a VISA e VRSA, que sdo definidos em conjunto
como isolados com uma CIM > 2 mg/L.

8.3 Mecanismo de resisténcia

Para VRSA a resisténcia é mediada pelo gene vanA exogenamente adquirido de
Enterococcus. Tanto para os isolados VISA como hVISA a resisténcia é enddgena (ou seja,
mutacdes cromossémicas) e o mecanismo é de alta complexidade, sem que apenas um
Unico gene seja responsavel. O fendtipo VISA/hVISA estd ligado a um espessamento da
parede celular bacteriana, com hiperproducdo dos alvos de ligacdo de glicopeptideos. O
fendtipo hVISA é frequentemente instavel no laboratério, mas hVISA tém a capacidade
de se tornar um GISA in vivo (2).

8.4 Métodos recomendados para a detecgao de S. aureus nao sensiveis a

vancomicina

O método de disco-difusdao ndo pode ser utilizado para detectar hVISA ou VISA, mas
possivelmente pode ser usado para detectar VRSA, embora exista apenas um numero
limitado de estudos que suportem essa evidéncia (12).

8.4.1 Determinacgéo da CIM

A metodologia de microdiluicdo em caldo como recomendado pelo EUCAST (ISO 20776-
1) é o padrado ouro. Deve ser mencionado que a CIM determinada por métodos de tira
gradiente apresentam resultados que podem ser 0,5 a 1 diluicdes de razdo 2, mais altos
gue a CIM determinada por microdiluicdo em caldo (8, 9). O ponto de corte do EUCAST
para resisténcia a vancomicina em S. aureus é CIM > 2 mg/L. Isolados com CIMs
confirmados como > 2 mg/L (de acordo com a microdiluicdo) devem ser encaminhados
para um laboratdrio de referéncia. hVISA ndo sdo detectados por determinacdo da CIM.

8.4.2 Teste para detec¢do de VRSA, VISA e hVISA
A deteccdo de hVISA tem-se revelado dificil e, portanto, a deteccdao é dividida em



triagem e confirmacdo. Para a triagem, uma série de métodos especificos foram
desenvolvidos. A confirmacdo deve ser feita por analise populacional em dgar contendo
uma gama de concentracdes de vancomicina (PAP-AUC) (11). Este método é
tecnicamente desafiador, para aqueles sem uma vasta experiéncia laboratorial e,
consequentemente, é realizado principalmente por laboratérios de referéncia. Um
método baseado em triagem em agar com vancomicina e caseina (13) mostrou alta
sensibilidade e especificidade, mas até agora so foi avaliado em um estudo, e por isso
ndo pode ser recomendado. Os métodos a seguir irdo detectar VRSA e VISA, e foram
avaliados em estudos multicéntricos (14, 15).

A. Teste de macro gradiente:

Este teste fornece uma indicacdo da sensibilidade reduzida a vancomicina, mas deve
ficar claro que as leituras ndo sdao CIMs. Além disso, o teste ndo diferencia hVISA, VISA
e VRSA. O teste deve ser feito de acordo com as instrucdes do fabricante. E importante
ficar claro que o inéculo é bem maior (McFarland 2,0) do que aquele utilizado nos testes
convencionais com tiras de gradiente. Este teste deve ser feito com placas de Infuso
Cérebro-Coracdo (Brain Heart Infusion) e ndo em Mueller-Hinton. Além disso, o teste
deve ser lido em 48h. Um resultado positivo é indicado por leituras > 8 mg/L tanto de
vancomicina quanto de teicoplanina OU > 12 mg/L para a teicoplanina isoladamente.

Como ambos os critérios incluem a teicoplanina, o teste de vancomicina pode ser
dependente do resultado do teste de teicoplanina. O algoritmo seria:
e Leitura da teicoplanina 212mg/L: VRSA, VISA ou hVISA
e Leituradateicoplanina 8 mg/L: Testar a vancomicina, se a leitura da vancomicina
for > 8 mg/L, entdo se trata de VRSA, VISA ou hVISA
e Leitura da teicoplanina < 8 mg/L: Ndo é VRSA, VISA ou hVISA

B. Deteccdo da resisténcia aos glicopeptideos pelo teste de gradiente

(GRD):

Testar de acordo com as instrugdes do fabricante. O teste é considerado positivo se o
resultado com fita GRD for >8mg/L de vancomicina ou teicoplanina.

C. Triagem em agar com teicoplanina:

Uma placa de Mueller Hinton contendo 5 mg/L de teicoplanina é utilizada (14). Vérias
colOnias sdo suspensas em solucdo salina a 0,9% para se obter um indculo com turbidez
equivalente ao padrdao 2,0 da escala de McFarland. Dez microlitros de indculo sdo
colocados sobre a superficie do 4gar, e a placa deve serincubada a 35 °C em ar ambiente
durante 24 a 48 h. Crescimento de mais de duas colOnias em até 48h indica suspeita de
sensibilidade reduzida aos glicopeptideos.

D. Teste confirmatério para hVISA/VISA:

Qualquer isolado com triagem positiva para sensibilidade reduzida e ndo identificado
como VRSA ou VISA por determinacdo da CIM pode ser hVISA e deve ser investigado por
analise de perfil populacional-drea sob a curva (PAP-AUC) (9), normalmente via
encaminhamento para um laboratério de referéncia.




8.4.3 Cepas controle

Abaixo estdo listadas algumas cepas controle para experimentos fenotipicos e
genotipicos. Intervalos de controle de qualidade para essas cepas ndo estao disponiveis.
Usudrios de métodos comerciais devem consultar os manuais especificos para
selecionar a cepa controle mais adequada.

Tabela 1 — Exemplos de cepas controle para testes de resisténcia a vancomicina em
S. aureus.

Cepa Mecanismo

S. aureus ATCC 29213 Sensivel aos glicopeptideos
S. aureus ATCC 700698 | hVISA (Mu3)
S. aureus ATCC 700699 | VISA (Mu50)
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9. Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis
resistentes a Vancomicina

Importancia da detecgao da resisténcia

Necessario para categorizacdo clinica da sensibilidade Sim
Para propésito de controle de infec¢do/saude publica Sim
Para propdsito de saude publica Sim

9.1 Definigao
Enterococcus faecium ou Enterococcus faecalis com resisténcia a vancomicina (VRE)
(CIM de vancomicina > 4 mg/L).

9.2 Importancia clinica e/ou epidemioldgica

Enterococos, especialmente E. faecium, sdao geralmente resistentes aos agentes
antimicrobianos mais utilizadas na clinica. O tratamento de infec¢des causadas por
enterococos resistentes a vancomicina (VRE) é, portanto dificil, com poucas opc¢Ges de
tratamento. VRE sdo conhecidos por se disseminarem de forma eficiente, persistirem
no ambiente hospitalar, e poder colonizar muitos individuos, dos quais apenas alguns
desenvolvem infeccbes (1, 2). Isolados expressando VanB s3ao geralmente
fenotipicamente sensiveis a teicoplanina. Ha dois relatos de casos de sele¢cdo de
resisténcia a teicoplanina durante o tratamento infeccdo por enterococos expressando
VanB (3, 4), e recentemente foram descritos quatro casos de falha terapéutica (5)
indicando que teicoplanina deve ser utilizada com cuidado para o tratamento de
infeccdo com Enterococo com VanB. Os valores de CIM tipicos para as enzimas Van mais
importantes clinicamente sao mostrados na Tabela 1.

Table 1. CIMs tipicas de glicopeptideos para enterococos expressando VanA ou VanB.

CIM (mg/L)
Glicopeptideo
VanA VanB
Vancomicina 64-1024 4-1024
Teicoplanina 8-512 0,06-1

9. 3 Mecanismo de resisténcia

A resisténcia clinicamente relevante é mais frequentemente mediada por ligases VanA
e VanB, codificadas por plasmideos, que substituem no peptidoglicano o terminal D-Ala
por D-Lac. Esta substituicdo reduz a ligacdo de glicopeptideos ao alvo. As cepas VanA
exibem resisténcia tanto a vancomicina quanto a teicoplanina, enquanto as cepas VanB
geralmente permanecem sensiveis a teicoplanina, devido a auséncia de inducdo do
operon de resisténcia. Outras enzimas Van de menor prevaléncia sdo VanD, VanE, VanG,
VanL, VanM e VanN (6-9), embora a VanM tenha aumentado significativamente em
E. faecium na China (10).



Outras espécies de enterococos (isto &, E. raffinosus, E. gallinarum e E. casseliflavus),
podem conter vanA, vanB ou outros genes que codificam as enzimas Van listadas acima,
mas estas cepas sdo relativamente raras. Enzimas VanC cromossomicamente
codificadas sdao encontradas em todos os isolados de E. gallinarum e E. casseliflavus.
VanC medeia baixo nivel de resisténcia a vancomicina (CIM 4-16 mg/L), mas geralmente
nao deve ser considerado importante do ponto de vista de controle de infec¢do (11).
Enterococo varidvel a vancomicina (VVE) é um termo utilizado para VRE quando a
expressao dos genes van é silenciosa devido a rearranjos genéticos os quais podem ser
revertidos sob pressao seletiva pelo uso de glicopeptideos (12,13). Além disso, VRE com
baixa CIM é um termo utilizado para isolados VanB positivos que devido a pouca
capacidade de serem induzidos por vancomicina apresentam baixa expressao dos genes
vanB o que acarreta em valores de CIM abaixo do ponto de corte. Esses isolados com
baixas CIM podem aumentar a CIM acima do ponto de corte devido a longas exposicdes
a vancomicina (14). Ambos VVE e VRE com baixas CIM podem ser detectados apenas
por testes moleculares. Sua prevaléncia atual em diferentes regides geograficas é
desconhecida.

9.4 Métodos recomendados para a deteccdo de resisténcia aos

glicopeptideos em E. faecium e E. faecalis

A resisténcia a vancomicina pode ser detectada pelos métodos de determinac¢ao da CIM,
disco-difusdo e triagem em agar. Para todos os trés métodos, é essencial que as placas
sejam incubadas durante um total de 24 h, a fim de detectar isolados com resisténcia
induzivel.

Todos os trés métodos detectam prontamente a resisténcia mediada por vanA. A
deteccdo de resisténcia mediada por vanB é mais desafiadora. A determinacao da CIM
por diluicdo em agar ou microdiluicdo em caldo nem sempre é confidvel para deteccdo
de isolados VANB positivos (15-17). Relatos mais antigos mostram que a deteccdo de
resisténcia mediada por vanB é problematica por métodos automatizados (18). Desde
entdo, atualizacGes tem sido feitas nos métodos automatizados, mas ainda faltam
estudos mais recentes sobre o desempenho desses métodos para deteccdo de
resisténcia mediada por vanB. O disco-difusdo com um disco de vancomicina de 5 pug
pode ser dificil, mas o teste funciona bem desde que as diretrizes para a leitura,
conforme especificado pelo EUCAST, sejam seguidas meticulosamente (19).

Quando se interpreta resultados de teste de CIM ou disco-difusdo é importante
assegurar que o isolado ndo é E. gallinarum ou E. casseliflavus, que podem ser
erradamente identificados como E. faecium, devido ao teste positivo de arabinose. A
espectrometria de massa MALDI-TOF nesse contexto é muito Util para a identificacao
de espécies de enterococos (20). Em locais onde MALDI-TOF ndo esta disponivel, o MGP
(Metil-Alfa-D-Piranoside) ou o teste da motilidade pode ser utilizado para distinguir E.
gallinarum/E. casseliflavus de E. faecium (MGP negativo e imdvel).

9.4.1 Determinagdo da CIM

A determinacao da CIM pode ser realizada por diluicdo em agar, microdiluicdo em caldo
ou pelo método do gradiente em agar.

A microdiluicdo em caldo deve ser realizada de acordo com a norma ISO 20776-1, como
recomendado pelo EUCAST.



9.4.2 Teste de disco-difusdo

Para o disco-difusdo o método especificado pelo EUCAST deve ser seguido
meticulosamente. Inspecione os halos de inibicdo quanto a bordas irregulares e / ou
microcolonias, utilizando luz transmitida. Bordas do halo bem delimitadas indicam que
o isolado é sensivel e didmetro de halos de inibicdo acima do ponto de corte podem ser
reportados sensiveis a vancomicina.

Isolados com bordas de halo de inibi¢do difusas ou colonias dentro do halo (Figura 1)
podem ser resistentes, independentemente do tamanho do halo de inibicdo e nao
devem ser relatados como sensiveis sem confirmacdo por determinacao da CIM. Em um
estudo multicéntrico recente, o método de disco-difusdo apresentou melhores
resultados que o VITEK2 para deteccdo de Enterococos produtores de VanB, em
particular em laboratérios com experiéncia na leitura de halos de inibicdo difusos (19).
O disco-difusdo deve ser realizado de acordo com a metodologia de disco-difusdo do
EUCAST para organismos nao fastidiosos. A incubacdo durante 24 horas é necessaria
para a deteccdo de resisténcia em alguns isolados com resisténcia induzivel.

Figura 1. Leitura dos testes de disco-difusdo para vancomicina em Enterococcus spp.

\

a)Halos de inibicdo com bordas bem delimitadas e didmetro 212 mm. Reportar como
sensivel.

b-d) Halos de inibigdo difusos com bordas irregulares e/ou coldnias no interior do halo de
inibicdo. Reportar como resistente independentemente do tamanho da zona de inibigao.

9.4.3 Triagem em dgar

Ensaios de triagem em Brain Heart Infusion Agar e 6 mg de vancomicina por litro sao
confidveis para a detecgao de isolados vanA e vanB positivos (19). Placas de triagem
podem ser obtidas comercialmente ou preparadas no laboratério. O teste de triagem
em &gar é realizado por aplicacdo de 1 x 10° - 1 x 10° UFC (10 pl de uma suspensio
McFarland 0,5) em Brain Heart Infusion Agar com 6 mg/L de vancomicina. A incubagdo
durante 24 horasa 35+ 1 ° Cem ar ambiente é necessaria a fim de detectar a resisténcia
em alguns isolados com resisténcia induzivel. O crescimento de mais do que uma col6nia
deve ser interpretado como positivo.



9.4.4 Testes genotipicos
A deteccdo de resisténcia a vancomicina pela utilizacdo de PCR para vanA e vanB pode
também ser realizada utilizando-se metodologias in house ou comerciais (20-22).

9.4.5 Controle de qualidade

Abaixo estdo listadas algumas cepas controle para experimentos fenotipicos e
genotipicos. Intervalos de controle de qualidade para essas cepas ndo estao disponiveis.
Usudrios de métodos comerciais devem consultar os manuais especificos para
selecionar a cepa controle mais adequada.

Tabela 2. Exemplos de cepas controle para Enterococos.

Cepa Mecanismo

E. faecalis ATCC 29212 | Vancomicina sensivel

E. faecalis ATCC 51299 | Vancomicina resistente (vanB)

E. faecium NCTC 12202 | Vancomicina resistente (vanA)
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10. Streptococcus pneumoniae (tipo nao-selvagem) nao
sensivel a Penicilina

Importancia da detecgao da resisténcia

Necessdrio para categorizagado clinica da sensibilidade Sim
Para propdsito de controle de infecgdo Nao
Para propdsito de saude publica Sim

10.1 Definigcao

Isolados de S. pneumoniae com sensibilidade reduzida a penicilina (CIMs superiores aos
do tipo selvagem, ou seja, > 0,06 mg/L), devido a presenca de proteinas ligantes de
penicilina (PBPs) modificadas com menor afinidade aos B-lactamicos.

10.2 Importancia clinica e/ou epidemioldgica

S. pneumoniae é a causa mais comum de pneumonia em todo o mundo. A morbidade e
a mortalidade sdo altas e estima-se que cerca de trés milhGes de pessoas morram
anualmente de infec¢gdes pneumocdcicas. A ndo sensibilidade de baixo grau a penicilina
estd associada com o aumento da mortalidade quando a meningite é tratada com
penicilina (1). Em outros tipos de infeccdo ndo é observado aumento da mortalidade
devido a resisténcia de baixa intensidade se doses mais elevadas sao utilizadas. Muitos
paises realizam programas de vacinagdo contra varios sorotipos de pneumococo, e isso
também pode afetar os niveis de resisténcia observados em isolados invasivos (2). No
entanto, S. pneumoniae nao sensiveis a penicilina continuam sendo um problema clinico
importante, do ponto de vista da salde publica, embora esses microrganismos nao
estejam associados com a disseminacdo em instituicbes de saude, ao contrdrio de
muitos outros agentes patogénicos descritos neste documento.

10.3 Mecanismo de resisténcia

S. pneumoniae contém seis PBPs, dos quais PBP2x é o alvo principal da penicilina (3). A
presenca de genes "mosaico" que codificam PBPs de baixa afinidade é resultado de
transferéncia horizontal de genes de estreptococos viridans comensais (3). O nivel de
resisténcia aos B-lactdamicos ndo depende apenas das PBPs em mosaico de baixa
afinidade presentes no isolado, mas também de alteragGes em PBPs especificas que sdo
essenciais para S. pneumoniae (4). As cepas com CIMs de benzilpenicilina no intervalo
0,12-2 mg/L sdo consideradas sensiveis em infec¢des ndo meningeas quando uma dose
mais elevada de penicilina é utilizada, enquanto que para a meningite tais cepas devem
sempre ser reportadas como resistentes (5).



10.4 Métodos recomendados para a detec¢ao de S. pneumoniae nao
sensiveis a penicilina

A nao sensibilidade a penicilina pode ser detectada fenotipicamente por métodos de
CIM ou disco-difusao.

10.4.1 Método de disco-difusdo

O método de disco-difusdo com discos de oxacilina 1 pg ¢ um método de triagem eficaz
para a detecgdao de pneumococos nao-tipos selvagens (sensiveis a penicilina) (6-8). O
método é muito sensivel, mas ndo é altamente especifico, uma vez que cepas com
diametro do halo de inibicao €19 mm podem ter sensibilidade variada a benzilpenicilina,
e a CIM de benzilpenicilina deve ser determinada para todas as amostras que ndo sejam
sensiveis pelo método de triagem (8). O didmetro do halo de inibicdo de oxacilina pode
ser utilizado para prever a sensibilidade a outros B-lactamicos além da penicilina,
conforme Figura 1.

[Teste de disco difusao com disco de 1 pg de oxacilina]

Diametro do halo =z 20mm Diametro do halo < 20mm*

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

Benzinpenicilina* . Ampicilina, amoxicilina e Outros agentes
(meningite) e BE”Z'IP_E”'C|"”3 piperacilina (com e sem B-lactamicos
(infecgbes nao inibidores de B-lactamase),

fenoximetilpenicilina meningites) feni fotaxi
(todas as indicagtes) 9 celepime, celolaxime,
ceftriaxone, ceftaroline,

ceftobiprole
Reportar resistente Determinar CIM e
interpretar de acordo com

0s pontos de corte clinicos

I
Diametro do halo = 8mm
para oxacilina

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

1
Diametro do halo < 8mm
para oxacilina

Figura 1: Triagem para resisténcia aos B-lactamicos em S. pneumoniae

*Oxacilina 1 ug <20 mm: sempre determinar a CIM de benzilpenicilina, mas ndo retardar o relato de
outros PB-lactamicos, como recomendado acima. N3do retardar o relato de benzilpenicilina em
meningites.

10.4.2 Pontos de corte clinicos

Os pontos de corte de penicilina foram primariamente determinados principalmente
para garantir o sucesso da terapia para meningite pneumocdcica. Entretanto, os
estudos clinicos demonstraram que a resposta clinica nos casos de pneumonia
pneumocdcica causada por cepas com sensibilidade intermediaria a penicilina e
tratados com penicilina parenteral nao foi diferente daquele dos doentes tratados com
outros agentes. Considerando dados microbiolégicos, farmacocinéticos e
farmacodinamicos, os pontos de corte clinicos para benzilpenicilina para isolados de



infeccOes ndo meningeas foram revisados (4) e os pontos de corte atuais do EUCAST
estdo listados na Tabela 1 bem como na ultima versdo da tabela de pontos de corte do
EUCAST.

Tabela 1. Reportando a sensibilidade a benzilpenicilina em meningites e ndao meningites.

IndicagOes Ponto de corte | Notas
(mg/L)
S< R >

Benzilpenicilina 0,06 2 Na pneumonia, quando a dose de 1,2 g 6/6 h é

(ndo meningite) utilizada, os isolados com CIM 0,5 mg/L devem ser
considerados sensiveis a benzilpenicilina.
Na pneumonia, quando adosede 2,4g6/6 hou 1,2
g 4/4 h é utilizada, os isolados com CIM <1 mg/L
devem ser considerados sensiveis a benzilpenicilina.
Na pneumonia, quando a dose de 2,4 g 4/4 h é
utilizada, os isolados com CIM <2 mg/L devem ser
considerados sensiveis.

Benzilpenicilina 0,06 0,06

(meningite)

Nota: 1,2 g de benzilpenicilina é igual a 2 milhGes de unidades de benzilpenicilina.

10.4.3 Controle de qualidade

Abaixo esta listada a cepa para controle de qualidade.

Tabela 2. Exemplo de cepas controle para teste de sensibilidade a benzilpenicilina.

Cepa Mecanismo

S. pneumoniae ATCC 49619 PBP mosaico, CIM de benzilpenicilina 0,5 mg/L
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