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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AMP-C: Classe molecular C (Ambler, 1980)

ANVISA: Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BD: Bencton and Dickinson

°C: Grau Celsius

CAMHB: Cation-adjusted Mueller-Hinton broth

CCIH: Comisséao de Controle de Infeccéo Hospitalar

CIM: Concentracéo Inibitéria Minima

CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute

CTX : Cefotaxime

DDD: Double disc diffusion (Traducéo: Disco difusdo dupla)
DDST: Double-disk synergy test

ESBL: Extended-Spectrum Betalactamase

g: Grama

HCB: Hospital de Céancer de Barretos

IS: Insertion sequence

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase

LACEN: Laboratorio Central de Saude Publica

min: Minuto

MYSTIC: Meropenem Yearly Susceptibility Test Information Collection
mg: Miligrama

mL: Mililitro

PAC: Pneumonia Adquirida em Comunidade

PBP: Penicillin Binding Protein

PCR: Polymerase chain reaction

PGEF: Pulsed Field Gel Eletrophoresis

RT-PCR: Real time PCR

SCMB: Santa Casa de Misericérdia Barretos

FCMSCSP: Faculdade de Ciéncias Médicas Santa Casa de Sao Paulo
SMART: Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends
SHV: Sulfidril variavel

SPSS: Statistical Package for The Social Sciences

TEM: Temoniera

TM: Trademark (Traducdo: Marca registrada)

UTI: Unidade de terapia intensiva

UFC: Unidade formadora de colbnia
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1- INTRODUCAO

1.1- Antimicrobianos — Mecanismos de acéo

S&o chamados de beta lactamicos os antibioticos que apresentam em sua
estrutura a presenca do grupamento quimico heterociclico azetidinona denominado
anel betalactamico (Mota, 2010). Assim como os glicopeptideos, agem inibindo a
sintese normal do peptidoglicano, levando a auséncia de formacéo de parede celular
bacteriana ou formacdo de uma fragil parede defeituosa que impede a replicacao
celular. A bactéria, em decorréncia disso nao conseguira sobreviver, pois a
hipertonicidade intracelular possibilitara a entrada de agua do meio externo para o
meio interno levando a lise osmoética (Tavares, 2009). Os beta lactamicos
correspondem a 50% de todos os antibidticos consumidos (Batchoun et al, 2009).

Estruturalmente uma bactéria € composta de membrana celular que envolve
seu citoplasma que contém nucleo, ribossomos e outras estruturas. Externamente a
essa existe uma parede celular e o espaco entre ambas é 0 espaco periplasmatico,
conforme descrito na FIGURA 1.

O peptidoglicano € o polimero principal na composi¢céo da parede celular. Sua
sintese inicia-se no citoplasma com a formac&o de precursores compostos de N-
acetyl acido muramico e N- acetyl glicosamina com cadeias de aminoéacidos.

Estes ultrapassam a membrana celular e atingem o espaco periplasmatico.



As PBPs (Penicillin Binding Protein / proteinas ligadoras de penicilinas)
fazem a transpeptidacdo, unindo os precursores para a construcdo da parede

celular.
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FIGURA 1 — Mecanismo de acdo dos antimicrobianos (Mota, 2010).

O mecanismo de acdo dos antibidticos beta lactdmicos inclui a ligagdo as
PBPs, trans e carboxypeptidases envolvidas na formacdo das cadeias de
peptidoglicano da parte interna da parede celular da bactéria. A interacdo das PBPs
com antibiéticos beta lactamicos resulta no impedimento da unido dos precursores,
desorganizacdo da sintese de peptidoglicano, interrup¢éo da divisdo celular e morte
celular. A ligagdo do antibidtico & PBP é baseada na afinidade da estrutura do

betalactamico ao sitio ativo da PBP. Assim a presenca do anel beta lactamico é



necessaria para a atividade antibacteriana do antibiético. Mutacdes pontuais
surgidas durante a evolucdo de algumas PBPs resultaram no aparecimento de beta
lactamases capazes de hidrolizar o anel beta lactamico. Na FIGURA 2, ilustramos o0s

principais grupos de anéis beta lactamicos (Rubtsova et al, 2010).
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FIGURA 2 — Estrutura dos principais
grupos de antibioticos
beta lactamicos, sendo o
anel beta lactamico
designado pela linha
pontilhada.



1.2- Antimicrobianos — Uso clinico

A histéria do uso clinico das cefalosporinas tem inicio durante a Segunda
Guerra Mundial, quando Giuseppe Brotzu isolou, das aguas da Sardenha, o fungo
Cephalosporium acremonium (Tavares, 2009). Desde entdo as cefalosporinas
tiveram seu uso amplamente difundido pela sua praticidade, amplo espectro,

pequena toxicidade e baixo custo.

1.3- Antimicrobianos — Mecanismos de resisténcia

Os primeiros relatos da ocorréncia de Klebsiella sp produtoras de beta
lactamases plasmidiais capazes de hidrolizar cefalosporinas de amplo espectro
datam do inicio dos anos oitenta (Knothe et al, 1983). Um trabalho francés de 1987,
publicado por pesquisadores do Instituto Pasteur, descreveu um complexo
mecanismo de resisténcia, determinado por uma enzima chamada CTX-M1 e
transferivel para Escherichia coli por conjugacéo (Sirot et al, 1987).

Tipicamente as cepas produtoras de Extended-Spectrum Betalactamase
(ESBL) em Klebsiella sp evidenciam a resisténcia a todas as cefalosporinas de
terceira e quarta geracao, quinolonas, aminoglicosideos, sulfametoxazol-trimetoprin
e aztreonam, devendo este fenotipo ser identificado segundo padronizacdes
laboratoriais, sendo a mais usada em nosso meio o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), cujas recomendacdes sao consideradas neste trabalho e

melhor descritas posteriormente. Entre as enterobactérias, ESBLs sdo encontradas



em Klebsiella sp e Escherichia coli, mas também foram reportadas em outros
géneros globalmente, como Citrobacter sp, Enterobacter sp, Morganella sp, Proteus
sp, Providencia sp, Salmonella sp, Serratia sp, e Pseudomonas sp (Batchoun et al,
2009).

A presenca de ESBL tem enorme significado clinico, limitando a escolha de
antibioticos para o tratamento. Em infec¢bes graves, as opc¢des terapéuticas limitam-
se quase sempre ao uso de antibiéticos carbapenémicos. Em pacientes gravemente
enfermos, o isolamento de germes multirresistentes leva a alta mortalidade, mesmo
com a escolha empirica de antibiéticos adequados (Picao et al, 2009).

A presenca de bactérias ESBL no ambiente hospitalar decorre de varios
fatores e sua transmisséo se da pelas maos dos profissionais. Até aves migratorias
ja foram identificadas como possiveis carreadores de cepas ESBL adquiridas
provavelmente por seus habitos alimentares, funcionando como reservatorios e
potenciais substratos para o desenvolvimento de novos mecanismos de resisténcia
(Bonnedahl et al, 2009). A infeccéo por bactérias ESBL aumenta consideravelmente
0 custo do tratamento e a permanéncia de pacientes internados (Lee et al, 2004;
Kotapati et al, 2005).

Em um estudo caso controle foram identificados como fatores de risco para
aquisicdo de ESBL de significancia estatistica a idade, hospitalizacdo preévia,
procedimentos invasivos e internacao prévia em UTI. Pela regressao logistica trés
fatores independentes foram identificados, a idade, duracdo de hospitalizacdo e
antibioticoterapia prévia (Tumbarello et al, 2006).

Um grande estudo americano, o projeto sentinela Sentry, foi criado para

monitorizar 0s patdgenos responsaveis por infeccdes nosocomiais e comunitarias



através de uma rede de hospitais sentinelas no mundo todo (Winokur et al, 2001). O
programa Sentry fez vigilancia do periodo de 1997 a 1999 e mostrou as seguintes
taxas: 4.3%, 18.4%, e 6.4% para E. coli, K. pneumoniae, e P. mirabilis,
respectivamente (Turner, 2005). O estudo Meropenem Yearly Susceptibility Test
Information Collection (MYSTIC), publicado em 2003, testou 30.637 membros da
familia das enterobactérias para sua susceptibilidade ao meropenem. Foram
encontrados 13,3% de E. coli, 30,6% de K. pneumoniae e 10.8% de P. mirabilis com
critérios para possivel ESBL, 0 que demonstra um aumento da expressdo deste
fendtipo (Turner, 2005). O estudo Study for Monitoring Antimicrobial Resistance
Trends (SMART) monitora a atividade de ertapenem, imipenem, amicacina,
cefepime, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxone, ciprofloxacina,
levofloxacina, ampicillina-sulbactam, e piperacillina-tazobactam contra bacilos Gram
negativos provenientes de infeccbes abdominais e encontrou taxas de ocorréncia de
ESBL tdo altas como 100% na india e em outros paises asiaticos (Hawser et al,
2009).

Micro-organismos com fendétipo ESBL podem mostrar sensibilidade in vitro
para cefalosporinas de terceira ou quarta geragdo com ou sem inibidores de beta
lactamase, cefalosporinas de terceira ou quarta geracdo, aminoglicosideos,
quinolonas. Porém, o uso dessas drogas resulta numa resposta clinica inferior pelo
efeito inéculo, que resulta no aumento da CIM quando frente a um grande inéculo
bacteriano, ou pela faléncia da droga em atingir seus alvos farmacodinamicos
(Endimiani et al, 2004; Paterson et al, 2004). A alta mortalidade quando o tratamento
empirico inicial ndo envolve carbapenémicos justifica o esforco para correta

identificacdo de ESBL (Paterson et al, 2004).



1.4- Breve historico da Santa Casa de Misericordia de Barretos

A Santa Casa de Misericordia de Barretos € uma instituicao filantropica, sem
fins lucrativos, cujo objetivo € prestar assisténcia a saude da populacdo de Barretos
e regido de abrangéncia da DRS-V-Barretos Foi fundada em 1921 e, hoje € um
hospital referéncia ndo sO para a regido de Barretos, atendendo todas as
especialidades meédicas, exceto oncologia, abrangendo a populacdo dos 19
municipios que integram a DRS-V-Barretos, bem como pacientes oriundos de outros

municipios, inclusive de outros Estados.

1.4.1- Estrutura, capacidade instalada e servicos h  abilitados

1.4.1.1- Capacidade instalada

* Fluxo de clientela: Atendimento de demanda espontanea e referenciada
* Numero total de leitos: 338

* Numero de Leitos credenciados ao SUS: 250

* Numero de Leitos UTI Adulto: 10

e Numero de Leitos UTI neo/ pediatrica: 10

* Numero de Médicos: 164

« NUmero de Funcionarios: 1054



1.4.1.2- Servicos habilitados

Pronto Socorro de urgéncia e emergéncia — 24 horas
* Pronto Socorro Infantil — 24 horas

* Internagéo clinica médica de adulto, pediatria e maternidade
» Bloco cirargico e obstétrico

» Radiodiagnoéstico

» Ultra-Sonografia

» Endoscopia

» Fisioterapia

« Eletroencefalograma

» Eletrocardiograma

e Ecocardiograma

* Hemoterapia

* Tomografia

e UTI adulta e pediatrica

* UTI Neonatal

» Laboratorio Clinico

« Maternidade com alojamento conjunto

* Neurocirurgia de Alta Complexidade

* Ortopedia de Alta Complexidade

» Bercario

» Terapia Renal Substitutiva



Laboratério de Citopatologia Anatomia Patoldgica

Terapia Nutricional

Gestacgéao de Alto Risco

Busca Ativa de Orgaos

1.4.1.3- Outros servi¢os

* Ressonancia Magnética
» Litotripisia Extra Corpérea

* Hemodinamica

1.4.2- Producgéo SUS

1.4.2.1- Média de atendimento mensal

* Consultas emergéncia — Pronto Socorro: 6500

e Consultas de emergéncia — Pronto Socorro Infantil: 3500
* Internacgbes: 1300

e Ortopedia: 1600

* Hemodiélise: 112

e Cirurgias: 440
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* Partos Normais: 40

¢ Cesareas: 90

« SADT interno: 10.000

e SADT externo: 35.000

15

Santa Casa de Misericordia de Barretos — Detec c¢do de bactérias

resistentes

O laboratério de analises clinicas que serve a Santa Casa de MisericOrdia de
Barretos (SCMB) é uma empresa terceirizada, localizada dentro do prédio da
instituicdo. Realiza exames de hematologia, bioquimica, hormonais, provas
sorolégicas e exames microbioldgicos em diversos materiais. O laboratério ndo
dispbe de automacao, sendo toda a identificacdo das bactérias (género e espécie)
realizada manualmente.

A partir do ano de 2008, a Comisséo de Controle de Infec¢cdo Hospitalar
(CCIH) comecou a perceber um aumento nos isolamentos de Klebsiella sp e
Escherichia coli com presenca de ESBL em culturas, principalmente de pacientes de
Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Houveram casos de infeccdo de proteses
ortopédicas, gerando situacdes extremamente graves e dispendiosas como perda de
proteses e internagbes prolongadas (>8 meses) para uso de antibidticos
carbapenémicos. Verificou-se, como extensamente relatado na literatura, que tais
infeccbes ocorrem com maior frequéncia em pacientes gravemente doentes,

principalmente internados na UTI, e submetidos a procedimentos invasivos.
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Em 2009 algumas amostras encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz para
confirmacdo do resultado mostraram discrepancia na identificacdo de género,
espécie e antibiograma, quando iniciou-se a coleta de amostras para um trabalho
cientifico.

Véarias medidas foram implantadas ao longo do periodo de coleta de dados,
incluindo precaucdes de contato, lavagem de maos, coorte de pacientes, mudanca
na politica de antimicrobianos. Foi implantado na UTI adulto, em marco de 2011 a
coleta de culturas de vigilancia para fins epidemiolégicos. Diversas reunifes foram
feitas com as equipes das areas criticas para treinamento em higienizacdo das
maos, prevencao de infeccdo da corrente sanguinea, pneumonia nosocomial e
infeccdo urinaria, assim como com a higiene e conservacéo, visando melhorar a
higiene do ambiente (ANVISA, 2010).

Associado a este estudo cientifico algumas outras atitudes foram tomadas,
como a mudanca na politica de antimicrobianos, com a padronizacdo de
cefalosporina de quarta geracdo (cefepima), politica de reducdo do uso de
cefalosporina de terceira geracdo, principalmente na UTI, padronizacdo de
amoxicilina e clavulanato e seu uso, juntamente com macrolideos para tratamento
de pneumonia grave adquirida na comunidade, conforme orientacdo da Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, Diretrizes para PAC em Adultos
Imunocompetentes (Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2004) em
pacientes de enfermaria, os quais devido ao baixo custo unitario vinham sendo
tratados quase exclusivamente com ceftriaxona. Além disso, foi reforcado o uso de

alcool gel através de treinamentos e campanhas de conscientizagcdo. O mesmo ja
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existia na instituicdo desde 2006, porém com baixa aceitacdo entre os profissionais
de saude, principalmente os médicos.

O presente estudo pretende analisar a ocorréncia de Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli produtoras de ESBL, verificar as dificuldades na identificagéo
rotineira de género, espécie e antibiograma e realizar a comparacdo entre dois
meétodos (manual x automatizado), sob o prisma dos novos critérios de CIM ditados
pelo CLSI e EUCAST (CLSI M100-S20, 2010; CLSI M100-S21, 2011; CLSI M100-

S22, 2012; EUCAST, 2010; EUCAST, 2011; EUCAST, 2012).
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Beta lactamases

As beta lactamases podem ser cromossomais ou plasmidiais (induziveis). Em
Gram positivos sao secretadas para o exterior da membrana plasméatica como uma
exoenzima e em Gram negativos permanecem no espaco periplasmatico, onde
atingem o antibidtico antes que este atinja seu sitio de ligacdo (Samaha-Kfoury, Araj,

2003).

2.2- Classificacao das beta lactamases

Em 1995 foi publicado pelo grupo de Bush, Jacoby e Medeiros uma
classificacdo das beta lactamases a qual sera usada nessa dissertacao (Bush et al,
1995).

Também mencionamos a classificacdo de Ambler, que divide as beta
lactamases em 4 classes, baseadas em sua sequéncia de aminoacidos. Sao
classificadas como classe A, aquelas que possuem como sitio ativo a serina, a
classe B sdo metalobeta lactamases que requerem um metal bivalente, usualmente
zinco, para sua atividade, presentes em Stenotrophomonas maltophilia, a classe C,
também chamado AMP-C, e a D que sdo as OXA-metalobeta lactamases (Ambler,

1980).
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As beta lactamases AMP-C, presentes em Enterobacter cloacae, podem ser
cromossOmicas ou plasmidiais. Sao induziveis, podendo ter expressao em niveis
elevados por mutacdes que ocorrem sob a pressdo do uso de cefalosporinas.
Ocorre em enterobactérias dos géneros Enterobacter sp, Providentia sp, Serratia sp,
Yersinia sp, Pseudomonas sp, Citrobacter sp, Proteus sp. Séo raras em E. coli e
Klebsiella sp embora possam conferir resisténcia ao ertapenem e manutencao da
sensibilidade a cefepime e ao imipenem. Nao ha critério do CLSI aprovado para
deteccdo de AMP-C, embora possa ser suspeitado em bactérias com screening
positivo para ESBL que néo é identificado no teste confirmatorio, segundo o0s
critérios do CLSI anteriores a 2010 (Jacoby, 2009). A producdo de AMP-C confere
resisténcia & cefoxitina. A presenca do gene faz com que o clavulanato aja como
indutor de producao de altos niveis de AMP-C e aumento da resisténcia do isolado a
outras drogas de screening, produzindo resultado falso negativo no teste de
deteccdo de ESBL. O sulbactan e o tazobactan, induzem menos producdo de AMP-
C e parecem ser preferiveis para testes de deteccdo nestes organismos. Outra
solucéo possivel é incluir o cefepime, sobre o qual a AMP-C tem minimos efeitos
(Thomson, 2001).

O mesmo autor publicou posteriormente uma divisdo numérica para as
enzimas de classe A (Ambler et al, 1991).

A classificacdo de Bush, Jacoby e Medeiros, publicada em 1995 e atualizada
em 2010 leva em conta o substrato e 0 mecanismo de inibicdo da betalactamase
para correlacionar com seu fendtipo (Bush et al, 1995; Bush, Jacoby, 2010).

No grupo 1 estédo as cefalosporinases pertencentes & classe molecular C. Séo

mais ativas em cefalosporinas que em benzilpenicilinas e resistentes ao acido
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clavulanico. No grupo 2 existem varias subdivisdes: 2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e e 2f.
Nesse grupo, subgrupo 2be, estéao classificadas as ESBL, derivadas de TEM -1, 2 e
SHV 1. E o grupo que mais cresceu nos ultimos 20 anos. O grupo 3 é composto de
metalobetalactamases e carbapenemases (Bush et al, 1995; Bush, Jacoby, 2010).

Uma grande revisdo clinica sobre o assunto, publicada em conceituada
revista, fez elegante e extensa explanacao sobre a diversidade de beta lactamases
envolvidas no fendtipo ESBL (Paterson, Bonomo, 2005). Paterson, ja em 1999,
publicou medidas de controle para conter a disseminacédo de agentes produtores de
ESBL em hospitais, descreveu a ocorréncia de surtos e sua relagdo com a
contaminacao das maos dos profissionais de saude (Hawser et al, 2009).

As beta lactamases catalisam a hidrolise do anel beta lactamico de
penicilinas, cefalosporinas e drogas correlatas, protegendo bactérias que sintetizam
enzimas contra esses antibidticos.

As beta lactamases mais relevantes e comuns sdo as da classe A de Ambler:
TEM, SHV e CTX-M. As TEM e SHV sao derivadas de penicilinases e sé&o
caracterizadas por varias substituicbes de aminoacidos (Rubtsova et al, 2010). CTX-
M nédo envolve mutacbes pontuais e tem mais de 50 variantes, divididas em 5
subgrupos: CTX-M 1, CTX-M 3, CTX-M 8, CTX-M 9 E CTX-M 25 (Poirel et al, 2008).

Hoje mais de 100 diferentes tipos de ESBL foram descritos, sendo CTX-M
beta lactamase a enzima mais comum, codificada pelo gene blaCTX-M (Bonnedahl
et al, 2009). Hoje, CTX-M tem uma larga distribuicdo geografica. Os plasmidios que
codificam CTX-M sédo frequentemente transmissiveis por conjugacgdo in vitro. Sua
frequéncia de transferéncia varia de 10" a 10*? por célula doadora. Esta propriedade

explica a facil disseminagéo de plasmidios contendo o gene blaCTX-M-s. No Rio de
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Janeiro, Brasil, 18 cepas representativas produtoras de ESBL da familia
Enterobacteriaceae, coletados entre 1998 e 1999, identificaram as enzimas CTX-M
(n = 6) como as segundas mais frequentes ESBLSs, apos as SHV beta lactamases (n
= 10) e foram diversas: CTX-M-2 em P. mirabilis; CTX-M-9 e CTX-M-16 em E. coli; e
CTX-M-8 em Citrobacter amalonaticus, E. cloacae, e Enterobacter aerogenes
(Bonnet et al, 2000; Bonnet et al, 2003). Em oposicado a epidemiologia habitual de
outros membros da familia das Enterobacteriaceae com perfil ESBL, 0s quais sao de
predominio nosocomial, os produtores de CTX-M [-lactamase frequentemente
aparecem em infec¢des adquiridas na comunidade, em pacientes debilitados, com
exposicao prévia a antibioticos (McGettigan et al, 2009).

Numa dissertacédo de mestrado apresentada no Hospital de Base de Séao José
do Rio Preto, onde foi estudada a ESBL mais prevalente em Klebsiella sp, foram
encontrados 58,5% de prevaléncia de blaCTX-M (Tolentino, 2009).

TEM-1 é a beta lactamase plasmidial mais encontrada em bacilos entéricos
como Escherichia coli, enquanto SHV-1 é produzida por Klebsiella pneumoniae.
(Paterson, Bonomo, 2005)

Os estudos moleculares tem sido usados para analise e identificacdo de
cepas de Klebsiella sp ESBL em diversos trabalhos (Hansen et al, 2002; Victor et al,
2007; Manges et al, 2008).

Padrbes diferentes de sensibilidade a antimicrobianos ocorrem entre
diferentes clones da mesma bactéria com fenétipo ESBL. Esta variacdo faz com que
0 antibiograma seja um recurso limitado, principalmente pela extraordinaria presséo
seletiva sofrida em hospitais contemporaneos (Christian et al, 2010). O uso de

métodos moleculares para identificar a ocorréncia de cepas monoclonais ou
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policlonais é importante para definir a politica de combate a essas infeccdes.
Chama-se PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis) a sigla utilizada para identificar
qualquer técnica de eletroforese apropriada para separar grandes fragmentos de
DNA, por meio da reorientacdo do DNA, em gel pela acdo de campos elétricos
alternados. A caracterizacdo de linhagens patogénicas € fundamental para fins
epidemiologicos. A identificacdo de linhagens bacterianas por suas caracteristicas
fenotipicas cedeu espaco para abordagens genotipicas por biologia molecular,
sendo a PGEF uma das mais aceitas e utilizadas. E padrdo ouro para estudos
epidemiologicos em Staphylococcus aureus. E usada para estudos de surtos
hospitalares de pequenas propor¢cdes, assim como para comparacdes de
populacdes bacterianas (Magalhaes, 2005).

O PCR, outro método genotipico, permite a caracterizacdo molecular dos
diversos mecanismos de resisténcia, possibilita aos programas de vigilancia
identificar os determinantes genéticos da resisténcia e pode ser uma ferramenta de
grande utilidade em estudos epidemiolégicos envolvendo cepas resistentes,
inclusive as produtoras de ESBL, principalmente quando perfis ndo usuais de
resisténcia sdo observados (Tolentino, 2009).

O fenotipo ESBL era caracterizado, segundo a padronizacdo do CLSI anterior
a 2010, por uma concentragao inibitéria minima (MIC) =2 ug/mL para ceftazidima,
ceftriaxona, ou aztreonam. O teste classico para identificacéo era o método de Disco
Difusdo Duplo (DDD) onde se verificava a formacé&o de um halo que mostrava uma
zona de inibicdo do crescimento bacteriano entre os discos de amoxicilina e
clavulanato e ceftazidima. O CLSI recomendava que resultados susceptiveis para

penicilina, cefalosporina e aztreonam fossem reportados como resistentes em



18

bactérias produtoras de ESBL (CLSI M100-S20, 2010). Apos a publicacdo de 2010,
houve modificacdo nos critérios para identificacdo de ESBL, conforme

detalhadamente descrito em outra parte deste trabalho.

2.3- Testes de identificacdo de ESBL

Os testes fenotipicos tradicionais envolvem o tempo imposto pelo crescimento
bacteriano, levando dias para a obtencao do resultado (Kotapati et al, 2005).

Embora existam varios métodos disponiveis, a identificacdo de ESBL pelos
meétodos fenotipicos convencionais permanece dificil na pratica, devido as variantes
de beta lactamases, a superproducédo de cefalosporinases mediadas por plasmideos
(AMP-C) ou metalo betalactamases e 0s mecanismos que modificam a
permeabilidade da membrana. Os métodos fenotipicos baseados em culturas
usualmente requerem dois ou mais dias para o resultado, com sensibilidade e
especificidade variaveis. Os testes fenotipicos nédo fornecem informacdo sobre
genes de resisténcia, limitando sua utilidade para estudos epidemiologicos e
antibioticoterapia refinada. Estudos moleculares tem o potencial de melhorar o
diagnéstico de ESBL, o trabalho de controle de infeccdo hospitalar e a vigilancia
epidemiologica. O tempo de realizagcdo de alguns ensaios chega a 90 minutos
(Leinberger et al, 2010).

A identificacdo precisa dos genotipos ESBL requer métodos moleculares e
estd aléem da capacidade da maioria dos laboratorios (Ensor et al, 2007). Com o

recurso do PCR é possivel analisar o mecanismo de transmissao da beta lactamase,
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seja pela substituicdo de aminoacidos que serdo carreados por transposons (TEM),
ou por sequéncias de insercao (IS) em SHVs, possibilitando investigacdo da origem
genética da enzima (Kasap et al, 2010).

Um teste para deteccdo de ESBL deve discriminar de maneira adequada
entre a producdo dessas enzimas e outros mecanismos de resisténcia para beta
lactamicos como outras beta lactamases, carbapenases ou cefalosporinases. O
teste laboratorial padrédo baseia-se na sinergia entre uma cefalosporina de terceira
geracdo e o clavulanato; estes sdao chamados de double-disk synergy test (DDST).
Sua sensibilidade pode ser melhorada reduzindo a distancia do disco de
cefalosporina e clavulanato, ou usando o cefepime, uma cefalosporina de quarta
geracdo que é mais lentamente inativado por cefalosporinase que por ESBL (Drieux
et al, 2008). Testes fenotipicos com boa sensibilidade e especificidade para
confirmacéo de ESBL sdo realizados por métodos de automacdo como MicroScan®
ESBL com o painel confirmatério, VITEK® 1 GNS-120, e outros métodos como Etest®
ESBL e BBL™ Sensi-Disk™ (discos de teste confirmatério) (Linscott, Brown, 2005).

O Etest® ESBL (AB BIODISK) é constituido de tiras plasticas impregnadas,
em uma extremidade contendo um gradiente de ceftazidima (CIM entre 0.5 to 32
g/mL), e na outra extremidade, um gradiente de ceftazidima com uma concentracao
constante de clavulanato (4 g/mL). Existem tiras semelhantes contendo cefotaxima e
cefotaxima clavulanato. Podem ser usadas como um teste fenotipico para a
confirmacdo de ESBL. A sensibilidade reportada do método € 87 a 100% e a
especificidade de 95% a 100%. A sensibilidade e especificidade do método depende

da razdo das CIM da cefalosporina versus cefalosporina/clavulanato usada, sendo
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recomendado pelo fabricante uma reducédo de 8 vezes na CIM em presenca do
clavulanato (Paterson, Bonomo, 2005).

BD BBL™ Sensi-Disk™ ESBL Confirmatory Test disks (BD Biosciences,
Sparks, Md.) usa o método de disco difusdo conforme ja descrito neste trabalho,
comparando cefalosporina sozinha com cefalosporina/ clavulanato, considerando em
aumento maior ou igual a 5mm de diametro de halo com clavulanato, quando
comparado a ele sozinho (Linscott, Brown, 2005).

Dade Behring MicroScan (Sacramento, Calif.) produz painéis (Painéis
MicroScan®) desidratados para testes de suscetibilidade a antibiticos por
microdiluicao (Paterson, Bonomo, 2005).

O VITEK 2® é um sistema de testagem automatizada que permite a
determinacao rapida (4 -7 horas) da CIM pela analise da cinética de crescimento da
bactéria com antibidticos em cartdes de teste (Leclercq et al, 2001).

Existe também o agar cromogénico para a pesquisa de ESBL. Ele identifica a
presenca de ESBL pelas cores das coldnias das bactérias, sendo E. coli observada
em colbnias rosa, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Serratia sp e Citrobacter sp,
mostradas em verde ou azul, Providentia sp e Morganella sp em laranja ou marrom.
Cepas nao produtoras de ESBL mostram col6nias incolores. Este método tem alta

sensibilidade e baixa especificidade (Farber et al, 2008).
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2.4- Métodos de automacdao para identificacdo de ESB L

A realizacdo de antibiograma automatizado pelo VITEK® propicia a correta
identificacdo da espécie bacteriana e a confirmacdo do perfil de susceptibilidade
deste micro-organismo por meétodos mais acurados, inclusive identificando cepas
produtoras de AMP-C (Livermore et al, 2002).

O VITEK® usa um painel para a confirmacdo de ESBL em que ha seis pocos
contendo: cefepime 1 pug/mL; cefotaxima 0,5 pg/mL e ceftazidima 0,5 pg/mL com e
sem acido clavulanico, sendo a reducdo proporcional no crescimento frente ao
inibidor de beta lactamase considerada indicativa de ESBL. Literatura relata 99,3%
de concordancia com o método molecular, considerado padrdo ouro, com 98,1% de
sensibilidade e 99,3% de valor preditivo positivo (Tumbarello et al, 2006). Outros
trabalhos em literatura relatam sensibilidade de 100% comparado a disco difuséo e
Etest (Sorlézano et al, 2004).

O breakpoint é a concentracdo discriminatoria usada para definir um isolado
como sensivel, intermediario ou resistente, sendo a menor concentracdo necessaria
para inibir o crescimento bacteriano. Por problemas o6bvios, a estimativa do
breakpoint tornou-se necessaria em microbiologia, e sua forma mais usada € a
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) (Goue et al, 2009). Este
namero permanece idéntico ao numero inicial de cépias se a cepa testada é
suscetivel a droga. Porém se é resistente, 0 numero de copias se aproxima ao do
controle sem antibidticos. O tempo necesséario de incubacédo para bacilos Gram
negativos € de 2 horas e o tempo para obtencdo da CIM é de 7 horas (Rolain et al,

2004).
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A emergéncia de novas enzimas com espectros de hidrélise variados e
especificos gera pressdo sobre os laboratérios de analises clinicas para a correta
identificacdo e screening de isolados com perfil ESBL. Contudo, multiplos
mecanismos de resisténcia podem dificultar a identificacdo de ESBL pelos métodos
convencionais, 0 que torna justificavel o emprego do CIM, e o uso do PCR,
especialmente para deteccdo do gene AMP-C, assim como outros genes que tém
disseminagdo plasmidial (Shakil, Khan, 2010). Os testes de screening e
confirmatorios para producdo de ESBL resultam, neste trabalho recentemente
publicado, em 98% de sensibilidade e 96,7% de especificidade quando comparados
ao PCR (Kohner et al, 2009). Um novo tipo de beta lactamase classe A pela
classificacdo de Ambler, a carbapenemase produzida por Klebsiella pneumoniae
(KPC) hidroliza vérios antibiéticos beta lactamicos e a presenca de ESBL pode ser
mascarada pela expressdo de KPC. Além disso, a baixa inibicdo de KPC por
inibidores de beta lactamase pode interferir com a interpretacdo de métodos de
deteccdo de ESBL. Assim sendo, é necessaria deteccdo acurada de ESBL na
presenca de uma coexistente KPC, sendo proposta a técnica do acido borénico e o
proprio PCR (gold standard). A identificacdo de isolados com KPC permanence um
desafio devido a dificuldade que muitos métodos tém de identificar esses isolados
corretamente como resistentes aos carbapenémicos quando o imipenem e 0
meropenem sao usados. Embora o ertapenem seja mais sensivel para a deteccao
de resisténcia aos carbapenémicos devido a presenca de KPC ele nédo esta
disponivel em todas as plataformas de automacdo. Além disso, a presenca de
resisténcia ao ertapenem requer um teste confirmatorio para demonstrar a presenca

de KPC. O teste de Hodge modificado pode confirmar a presenca de KPC, mas néo
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identifica a classe da enzima. O teste de Hodge ndo € mais recomendado pelos
novos critérios do CLSI, conforme melhor descrito em outra parte deste trabalho.
Hoje, no Brasil, segundo a nota técnica da ANVISA/2010, o ertapenem ndo deve
mais ser usado como triagem para KPC (ANVISA, 2010). O PCR para o gene blakpc,
além de requerer menor tempo para realizacdo identifica corretamente a classe
enzimatica (Cole et al, 2009). O teste confirmatério para ESBL do CLSI pode ter
seus resultados falseados na presenca de KPC, assim como uma expressao do
fendtipo KPC ser confundida com ESBL. O acido bordnico € um inibidor reversivel
de KPC. O teste com acido bordnico € considerado positivo para deteccdo de
enzima KPC quando o diametro do halo de inibicAo em imipenem, meropenem ou
cefepime com o acido fenilborénico € 5 ou mais mm maior que o halo do disco
contendo meropenem ou cefepime apenas (Tsakris et al, 2009).

A vigilancia de ESBL é necessaria para selecionar os pacientes portadores
dessas cepas, proporcionando a eles tratamentos meédicos efetivos, isolamentos e

reducado de custos (Farber et al, 2008).

2.5- Recomendagbes do CLSI ( Clinical and Laboratory Standard
Institute )/NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standard S) para

enterobactérias (CLSI M100-S20, 2010)

CLSI é o 6rgdo americano que padroniza e normatiza as técnicas para a
confeccdo dos antibiogramas para as enterobactérias. O objetivo do CLSI em seu

comité de consensos em microbiologia € identificar a necessidade, prioridade e
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manejo para o0 desenvolvimento de padronizacbes e guidelines que atendam
meétodos de testagem, procedimentos de controle de qualidade e interpretacdo de
resultados de testes em laboratorios de microbiologia clinica, assim como
estabelecer critérios de performance para meios de cultura, procedimentos
automatizados ou meétodos de testagem em laboratérios clinicos.

Segundo suas recomendacdes, 0s seguintes critérios devem ser observados
pelos laboratérios de microbiologia, relativo ao antibiograma (esta lista engloba
agentes de reconhecida eficacia que mostram performance aceitavel para testes in
vitro). A selecéo € feita baseada na eficacia clinica, prevaléncia de resisténcia,
minimizacdo da emergéncia de resisténcia, custo, indicacées de uso, consensos,
indicacdo da CCIH (Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar), sendo
classificadas em grupos:

Grupo A: Testar e reportar: ampicilina, cefazolina, gentamicina e tobramicina (testar
primariamente e reportar).

Grupo B: Testar e reportar seletivamente: amicacina, amoxicilina e clavulanato,
ampicilina e sulbactam, piperacilina tazobactam, ticarcilina e clavulanato,
cefuroxima, cefepime, cefotaxima ou ceftriaxone, ciprofloxacina, levofloxacina,
ertapenem, imipenem, doripenem, piperacilina, sulfametoxazol + trimetoprim (s6
reportar se for resistente aos agentes de mesma classe do grupo A, o paciente tiver
alergia, infec¢des polimicrobianas, envolvendo multiplos sitios, casos de faléncia de
tratamento ou a pedido das CCIHS).

Grupo C: Antibiograma complementar: aztreonam, ceftazidima, cloranfenicol,

tetraciclina (testar em instituicbes onde haja epidemia de cepas resistentes a varias
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das drogas do grupo A, alergias, para tratamento de organismos de perfil ndo usual,
ou a pedido da CCIH).

Grupo U: Antibiograma complementar (reportar para urina apenas): cefalotina,
ofloxacina, norfloxacina, nitrofurantoina, sulfisoxazol, trimetropim (drogas via oral
para tratamento de infecces urinarias).

Antes de 2010 ou para laboratérios ainda ndo adaptados, testes screening e
testes confirmatdrios devem ser realizados para a deteccdo de ESBL em cepas de
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli e Proteus mirabilis,
conforme publicado na Tabela Suplementar 2 A -S1, segundo o método descrito a

seqguir.

2.6- Testes de screening

O screening inicial deve ser realizado através do antibiograma utilizando-se o
meétodo de Kirby-Bauer, em Agar Mueller-Hinton colocando-se discos de antibioticos
contendo: cefpodoxima 10 pg, ceftazidima 30 pg, ceftriaxona 30 ug, cefotaxima 30
ng, aztreonam 30pg a um inéculo padrdo bacteriano de 1,5 x 10® UFC/mL, para
disco difusdo, incubado em estufa a uma temperatura de 35°C * 2°C, por 16h as
18h, com a leitura dos halos para os antibidticos: cefpodoxima <17mm, ceftazidima
<22mm, aztreonam <27mm, cefotaxima <27mm e ceftriaxona <25mm que sao
sugestivos de producéo de ESBL.

Pode ser usado a microdiluicio em caldo. O CLSI recomenda para

microdiluicio o meio Cation-Adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB), a uma
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temperatura de 35°C + 2°C, por 16h a 20h, em inoculo padréo, sendo considerado
indicativo de producéo de ESBL se houver crescimento a ou acima de 4 pug/mL para
cefpodoxima ou 1 pg/mL para ceftazidima, aztreonam, cefotaxima ou ceftriaxona.
com os seguintes resultados sugerindo ESBL: crescimento acima das concentracdes
de screening (CIM 28 pg/mL para cefpodoxime ou CIM =2 para ceftazidime,

aztreonam, cefotaxime ou ceftriaxone).

2.7- Testes confirmatorios

Teste confirmatorio fenotipico deve ser realizado em Agar Mueller-Hinton
colocando-se disco de antibioticos contendo; ceftazidima 30 ug, ceftazidima + acido
clavulanico 30/10ug e cefotaxima 30 g, cefotaxima + acido clavulanico 30/10 ug, a
um inéculo padrdo bacteriano de 1,5 x 10° UFC/mL para método de Kirby-Bauer,
incubado em estufa a 35°C + 2°C, por 16h a 18h, sendo observados os seguintes
resultados: aumento de 5mm na zona de diametro para cada antibiotico testado em
combinacdo com o inibidor de beta lactamase (acido clavulanico ou clavulanato),

comparado a ele sozinho.
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FIGURA 3 — Exemplo de teste confirmatorio (CLSI) em
agar Mueller-Hinton, suplementado com 200
pg/ml cloxacilina. Os discos, da direita para a
esquerda sdao em cima ceftazidima-
clavulanato e ceftazidima, em baixo
cefotaxima clavulanato e  cefotaxima
(Thomson, 2010).

Quando usar a microdiluicdo em caldo o teste confirmatério fenotipico deve
usar ceftazidima 0,25-128 pg/mL ceftazidima — clavulanato 0,25/4 - 128/4 ug/mL e
cefotaxima 0,25-64 pg/mL, cefotaxima/clavulanato 0,25/4 - 64/4 pg/mL, incubado em
ar ambiente, a 35 £ 2°C, em meio CAMHB, por 16h a 20 h. Confirma-se ESBL se

houver uma concentracao trés vezes menor no CIM de cada antimicrobiano testado
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em combinacdo com o clavulanato, comparado a seu CIM testado sozinho (CLSI
M100-S20, 2010).

Em janeiro de 2010 o CLSI, publicou uma revisdo de critérios para
cefalosporinas (cefazolina, cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima e ceftriaxona) e para
0 aztreonam, o que excluiu a necessidade de testagem rotineira para ESBL antes de
reportar os resultados, sendo também desnecessaria a realizacdo de testes
confirmatorios. A cefepima e cefuroxima por via parenteral também foram avaliadas,

porém nao houve mudancas nos critérios, QUADRO 1 (CLSI M100-S20, 2010).

QUADRO 1 - Breakpoints propostos pelo CLSI 2010 para sensibilidade a
cefalosporinas e aztreonam para enterobactérias.

. , , Diametro do halo CIM (pg/mL)
Antimicrobiano Disco
S I R S I R

Cefazolina 30ug - - - <1 2 24
Cefotaxima 30ug 226 23-25 <22 <1 2 24
Ceftazidima 30ug 221 18-20 <17 <4 8 216
Ceftizoxima 30ug =225 22-24 <21 <1 2 24
Ceftriaxona 30ug 223 20-22 <19 <1 2 24
Aztreonam 30ug 221 18-20 <17 <4 8 216
Cefepime 30ug =18 15-17 <14 <8 16 232
Cefuroxime 30ug =18 15-17 <14 <8 16 232

Fonte: CLSI, 2010
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Para cefazolina, considerado um regime de, ao menos 1g de 8/8 h, assim
como para cefotaxima, ceftazidima e aztreonam, 1g de 12/12 h para ceftizoxima, 1g
cada 24h para ceftriaxona, 1g de 8/8h ou 2g de 12/12h para cefepime, ou 1,5g de
8/8h para cefuroxime.

Para carbapenémicos, a publicacédo de 2010 do CLSI fazia a recomendacao

descrita no QUADRO 2 (CLSI M100-S20, 2010).

QUADRO 2 - Breakpoints propostos pelo CLSI 2010 para sensibilidade a
carbapenémicos para enterobactérias (janeiro/2010).

o , , Diametro do halo CIM (pg/mL)
Antimicrobiano Disco
S I R S I R
Ertapenem 10 pg 219 16-18 <15 <2 4 =8
Imipenem 10 ug 216 14-15 <13 <4 8 216
Meropenem 10 g 216 14-15 <13 <4 8 216

Fonte: CLSI,2010

Considera-se nessa publicacdo que enterobactérias resistentes a um ou
multiplas cefalosporinas de terceira geracdo e que demonstrem CIMs elevados ou
halos reduzidos para carbapenémicos podem produzir carbapenemases embora o
CIM ou o halo ainda estejam dentro do limite de susceptibilidade. Assim sugere o
uso de testes de screening (CIM ou halo) com um confirmatério, como o Teste de

Hodge.
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Em junho de 2010 foi definido o diametro do halo para cefazolina como
223mm sendo sensivel, 20-22mm intermediario, <19mm resistente e mudado
parametro da CIM para <2 como sensivel, 4 intermediario e =8 resistente. Os
critérios para carbapenémicos também foram revistos nessa ocasido, tendo sido

acrescentados os critérios para o doripenem, QUADRO 3 (CLSI M100-S20, 2010).

QUADRO 3 - Breakpoints propostos pelo CLSI 2010 para sensibilidade a
carbapenémicos para enterobactérias (junho/2010)

_ , , Diametro do halo CIM (pg/mL)
Antimicrobiano Disco
I R S I R
Doripenem 10ug 223 20-22 <19 <1 2 24
Ertapenem 10ug 223 20-22 <19 <0,25 0,5 21
Imipenem 10ug 223 20-22 <19 <1 2 24
Meropenem 10ug 223 20-22 <19 <1 2 24

Fonte: CLSI, 2010

Nesta publicacdo recomenda-se que uma vez seguidos esses critérios ndo é
mais necessaria a realizacdo do teste de Hodge. Os critérios descritos serdo
considerados baseados numa antibioticoterapia na dose de 500mg de 8/8h para
doripenem, 1g a cada 24h para ertapenem, 500mg de 6/6h ou 1g de 8/8h para
imipenem e 1g de 8/8h para meropenem.

Na publicacdo de 2011 foi acrescentada essa recomendacéo, sendo mantidos

os critérios para penicilinas e penicilinas combinadas com inibidores de
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batalactamases. Nessa publicacdo também foram seguidos 0s novos critérios para
carbapenémicos, conforme descritos acima.
Na versdo de 2012 do CLSI, os critérios para interpretacdo do ertapenem

foram novamente modificados como segue no QUADRO 4 (CLSI M100-S22, 2012).

QUADRO 4 - Breakpoints propostos pelo CLSI 2012 para sensibilidade a
carbapenémicos para enterobactérias.

. , , Diametro do halo CIM (pg/mL)
Antimicrobiano Disco
S I R S I R
Doripenem 10ug 223 20-22 <19 <1 2 24
Ertapenem 10ug 222 19-21 <18 <0,5 1 22
Imipenem 10ug 223 20-22 <19 <1 2 24
Meropenem 10ug 223 20-22 <19 <1 2 24

Fonte: CLSI, 2012

2.8- EUCAST

EUCAST é uma organizacdo formada sob os auspicios da Sociedade
Européia de Microbiologia Clinica e Doengas Infecciosas e o Centro Europeu de
Prevencéo e Controle de Doencas, sendo composta de experts na determinacao de
breakpoints de antimicrobianos e testes de susceptibilidade a antimicrobianos, e que
tem por objetivo determinar, rever e revisar os breakpoints clinicos europeus e 0s

valores de cutt off para vigilancia de resisténcia antimicrobiana, assim como
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promover o desenvolvimento e padronizacdo dos métodos de testagem in vitro de
antimicrobianos usados na Europa, promover seu controle de qualidade, educacéo
continuada e treinamento e participar de consensos internacionais, entre outros.

Em suas versdes de 2010, 2011 e 2012, EUCAST determinou as
concentracfes para cefalosporinas e carbapenémicos que seguem descritas no

QUADROS 5,6 e 7.

QUADRO 5 - Breakpoints propostos pelo EUCAST 2010 para sensibilidade a
cefalosporinas, aztreonam e carbapenémicos para enterobactérias.

. , , Diametro do halo CIM (pg/mL)

Antimicrobiano Disco

S I R S I R
Cefazolina - - - - - - -
Cefotaxima SHg 221 - <18 <1 - 22
Ceftazidima 10ug 220 - <15 <1 - 28
Ceftriaxona 30ug 223 - <20 <1 - 22
Aztreonam 30ug 225 - <21 <1 - 28
Cefepime 30ug 224 - <21 <1 . 28
Cefuroxime 30ug =218 - <18 <8 . 28
Doripenem 10ug 224 - <18 <1 - 24
Ertapenem 10ug 225 - <22 <0,5 - 21
Imipenem 10ug 221 - <15 <2 - 28
Meropenem 10ug 222 - <16 <2 - 28

Fonte: EUCAST, 2010
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QUADRO 6 - Breakpoints propostos pelo EUCAST 2011 para sensibilidade a
cefalosporinas, aztreonam e carbapenémicos para enterobactérias.

- _ _ Diametro do halo CIM (pg/mL)

Antimicrobiano  Disco

S I R S I R
Cefazolina - - - - - - -
Cefotaxima 5ug 221 - <18 <1 - 22
Ceftazidima 10ug =222 - <19 <1 - 24
Ceftriaxona 30ug 223 - <20 <1 - 22
Aztreonam 30ug 227 - <24 <1 - >4
Cefepime 30ug 224 - <21 <1 . 24
Cefuroxime 30ug =218 - <18 <8 . 28
Doripenem 10ug 224 - <18 <1 - 24
Ertapenem 10ug 225 - <22 <0,5 - 21
Imipenem 10ug 221 - <15 <2 - 28
Meropenem 10ug 222 - <16 <2 - 28

Fonte: EUCAST, 2011

QUADRO 7 - Breakpoints propostos pelo EUCAST 2012 para sensibilidade a
cefalosporinas,aztreonam e carbapenémicos para enterobactérias.

_ _ _ Diametro do halo CIM (pg/mL)

Antimicrobiano  Disco

S I R S I R
Cefazolina - - - - - - -
Cefotaxima 5ug =220 - <17 <1 . 22
Ceftazidima 10ug 222 - <19 <1 - >4
Ceftriaxona 30ug 223 - <20 <1 . 22
Aztreonam 30ug 227 - <24 <1 - >4
Cefepime 30ug 224 - <21 <1 - 24
Cefuroxime 30ug =218 - <18 <8 - 28
Doripenem 10ug 224 - <18 <1 . 24
Ertapenem 10ug 225 - <22 <0,5 - 21
Imipenem 10ug 222 - <16 <1 . 28
Meropenem 10ug 222 - <16 <2 - 28

Fonte: EUCAST, 2012
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Segundo a nota técnica publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA), em 25 de outubro de 2010 (Medidas para prevencao e controle

de infeccdes

relacionadas

a assisténcia a saude por

microorganismos

multirresistentes), sdo 0s seguintes os pontos de corte a serem seguidos em

laboratorios de microbiologia clinica no Brasil serdo os que seguem apresentados no

QUADRO 8.

QUADRO 8 - Breakpoints propostos pela Nota Técnica ANVISA/2010 para uso em
laboratorios no Brasil (ANVISA/2010)

_ _ . Diametro do halo CIM (pg/mL)
Antimicrobiano Disco

I S I R
Cefepime 30ug 224 21-23 <20 <1 2-4 >8
Ceftazidima - - - <1 2-4 >8
Aztreonam 30ug =227 24-26 <23 <1 2-4 =28
Ertapenem 10ug 225 22-24 <21 <0,5 1 22
Imipenem 10ug =223 20-22 <19 <1 2 24
Meropenem 10ug 223 20-22 <19 <1 2 24
Colistina ou Poli B - - - <2 - 24
Tigeciclina 15ug =218 15-17 <14 <1 2 24

Fonte: ANVISA, 2010

Segundo a nota técnica, € compulséria a testagem de imipenem e

meropenem. A resisténcia ou sensibilidade intermediaria ao ertapenem ndo deverao

mais ser utilizadas para a triagem de Klebsiella pneumoniae produtoras de
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carbapenemases. As amostras ndo sensiveis a imipenem ou meropenem deverao
ser liberadas com a nota: Enterobactéria possivelmente produtora de
carbapenemase, e a cepa devera ser encaminhada aos Laboratorios Centrais de
Saude Publica (LACEN). A nota técnica utiliza critérios do CLSI e EUCAST. (CLSI
M100-S20, 2010; CLSI M100-S21, 2011; CLSI M100-S22, 2012; EUCAST, 2010;

EUCAST, 2011; EUCAST, 2012).
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3- OBJETIVO

Comparar as duas técnicas de identificacdo de ESBL e descrever seus

resultados baseados nos critérios usados por ambas e discutir a necessidade de

realizacdo de testes confirmatorios.
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4- MATERIAL E METODO

A partir do final do ano de 2009, cepas de enterobactérias, obtidas a partir de
exames de rotina, comecaram a ser armazenadas no laboratorio de microbiologia da
SCMB. O objetivo foi estudar cepas de Klebsiella sp e Escherichia coli, porém,
algumas cepas de Enterobacter sp foram incluidas por ter havido davidas na
identificacdo da espécie. Foram analisadas 79 amostras de enterobactérias no
periodo de dezembro de 2009 a setembro de 2011, provenientes dos seguintes
materiais: sangue, urina, swab de secrecéo intra-operatéria e fragmentos 6sseos no

caso de infeccao de proéteses, liquor, liquido pleural e liquido peritoneal.

4.1- Armazenamento das amostras

Foi solicitado ao laboratorio de analises clinicas, que presta servicos de
maneira terceirizada a SCMB, que armazenasse uma amostra da colonia isolada
pura para bacterioteca deste estudo. As amostras foram armazenadas em triplicata.
a fim de garantir as boas praticas para a realizacdo dos experimentos.

A primeira amostra foi semeada em meio de Cled, conservada em isopor a 4
graus centigrados e enviada para o laboratério de microbiologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo (FCMSCSP). As outras duas

amostras foram identificadas, semeadas e armazenadas em Eppendorfs® com
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volume de 2 mL em leite Molico®, conforme técnica descrita a seguir e conservadas
a -20°C e encaminhadas para bacterioteca.

A técnica de armazenamento de cepas em leite Molico® consiste em dissolver
10g de leite Molico® desnatado em 100mL de &gua destilada, distribuir 1mL de
solucdo em cada Eppendorf® realizar autoclavagem por 20min a 121°C, identificagéo
dos Eppendorf® com caneta nao lavavel e congelar a -20°C.

Nenhum material biologico foi diretamente usado na pesquisa.

Foi realizada a avaliacdo com antibiograma dos 79 espécimes.

Foram incluidos no trabalho amostras de Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli com perfil compativel com ESBL e sem esse perfil. As amostras foram coletadas
seguindo o fluxo de rotina do laboratério. Amostras colhidas de outros materiais

foram excluidas do estudo.

4 .2- Analise das amostras

4.2.1- Santa Casa de Misericérdia de Barretos

A andlise inicial foi feita no laboratério de microbiologia da SCMB conforme
padronizado neste hospital pelo método de disco difusdo. Foi feito um antibiograma
simples por disco difuséo.

A partir de julho de 2010 o Laboratério passou a seguir a recomendacao do

CLSI- 2010, fazendo a liberacao do resultado mediante a verificacdo do tamanho do
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halo para cefalosporinas (duas ou mais cefalosporinas, de terceira ou quarta
geracao), e a partir de dezembro de 2010 foram implantados os critérios da nota

técnica da ANVISA/2010. Nao foi realizado nenhum outro tipo de teste confirmatorio.

4.2.1.1- Controle de qualidade

Realizado com cepas padréo derivadas ATCC (Control Lab®), Escherichia coli

ATCC 25922 e 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus

aureus ATCC 25923.

FIGURA 4 - Santa Casa de Misericordia de Barretos
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4.2.2- Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo

As amostras enviadas para a SCSP foram testadas apenas com vistas a

identificacdo de género e espécie, e armazenadas.

FIGURA 5 - Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de
Sao Paulo

4.2.3- Hospital de Céancer de Barretos

A realizacdo do antibiograma por método automatizado (VITEK 2%) Foi
realizada no laboratorio de microbiologia do HCB.

As amostras recuperadas da bacterioteca e preservadas pelo laboratério de
Microbiologia da FCMSCSP foram usadas para andlise, visto que as bacteriotecas
da SCMB foram perdidas por conservacéo inadequada. As amostras que puderam

ser recuperadas foram encaminhadas em swabs para o transporte.
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As amostras foram ressemeadas em placas para crescimento em 3mL de
suspensao salina. Foram preparados em 2 tubos contendo um indculo bacteriano de
1,5 X 10® UFC/mL que corresponde a 0,5 da escala de McFarland. O primeiro tubo
foi semeado no painel GN (Gram negativo) para a identificacdo da espécie
bacteriana. Deste primeiro tubo foi feita a transferéncia de 180 uL para o segundo
tubo, que € usado para realizacdo do antibiograma. Os cartbes usados foram GN104
para urina e GN105 para os demais materiais. A temperatura de incubacdo no
aparelho foi de 35°C = 2°C. O tempo de incubacdo para a realizacdo do
antibiograma foi de 16h a 18h.

Os resultados do VITEK® seguiram os breakpoints recomendados pela nota

técnica da ANVISA N1/2010 (ANVISA, 2010).

4.2.3.1- Controle de qualidade

As cepas utilizadas para o controle de qualidade sao:

» Cepas ATCC 25922 Escherichia coli

» Cepas ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa

« Cepas ATCC 29212 Enterococcus faecalis

« Cepas ATCC 25923 Staphylococcus aureus

« Cepas ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae

As cepas liofilizadas séo restituidas em BHI e armazenadas a -70° C. No dia

do uso os bacilos Gram negativos sdo ressemeados em MacConkey e 0s cocos
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Gram positivos no sangue, estas sao incubadas na estufa a uma temperatura de 35
a 37°C para o crescimento da bactéria.
O procedimento de suspenséo das ATCC é o mesmo realizado para as cepas

dos pacientes.

FIGURA 6 - Hospital de Cancer de Barretos

4.3- Consideragoes Eticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital de
Céancer de Barretos — Fundacéo Pio Xll, em 17 de setembro de 2010, com o nimero

de protocolo 386/2010, vide apéndice.
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4 .4- Analise estatistica

Inicialmente os dados foram descritos em funcdo de tabelas de frequéncia.
Pelos resultados dos testes diagnosticos serem todos qualitativos, a
reprodutibilidade foi realizada considerando a o coeficiente Kappa e seu respectivo
intervalo de 95% de confianca.

O nivel de significancia adotado foi de p<0,05 (5%). Para a tabulacdo e
analise estatistica, foi utilizado o software estatistico SPSS (Statistical Package for
The Social Sciences) para Windows® v.19.0 e 0 R Core Team (Team, 2012).

A magnitude de concordancia do coeficiente Kappa foi considerada como
relatado na literatura: 0 pobre; 0,10-0,20 leve; 0,21-0,40 razoavel, 0,41-0,60

moderada; 0,61-0,80 substancial, 0,81-1,00 quase perfeita (Sim, Wright,2005).
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5- RESULTADOS

Originalmente foram guardadas 79 amostras de bactérias, preferencialmente
Escherichia coli e Klebsiela sp, tendo sido armazenadas algumas amostras de
Enterobacter sp, para confirmacdo da identificacdo da espécie. Duas das
bacteriotecas foram conservadas na SCMB, no Laboratério de Analises Clinicas.
Outra foi enviada para conservacao na FCMSCSP.

Conforme ja relatado, as bacteriotecas estocadas na SCMB foram perdidas
por problemas de estocagem. Foi solicitada a bacterioteca da FCMSCSP, das 79
amostras armazenadas, 8 amostras ndo puderam ser recuperadas; durante a
semeadura das amostras para transporte e avaliacdo da viabilidade, estas amostras
mostram ser ndo viaveis, ou seja, ocorreu morte bacteriana. As amostras viaveis
foram semeadas e quando foi atingido o crescimento log, estas foram colocadas no
meio de transporte e encaminhadas para Barretos.

Tais amostras foram encaminhadas ao HCB, que realiza identificacdo de
espécie bacteriana e antibiograma por método automatizado, (VITEK®). As amostras
foram semeadas em agar para inicio do procedimento

Foram excluidos da analise 7 amostras, onde néo foi possivel a recuperacao
de espécimes bacterianos da bacterioteca trazida da FCMSCSP. Um caso foi
excluido por ser proveniente de escarro, material que nao havia sido eleito no
desenho inicial do trabalho.

Decidimos estudar cepas provenientes dos seguintes materias: amostras

procedentes de hemoculturas, uroculturas, liquores, liquidos pleurais, liquidos
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peritoneais, abcessos puncionados e cateteres obtidos pelo método de Maki (Maki et
al, 1977). Nem todos os materiais elencados tiveram amostras identificadas no
periodo. Os materiais identificados como ferida cirtrgica correspondem a amostras
de secrec¢Oes colhidas no intra operatorio por técnica estéril (abcessos profundos).
Identificamos como osso os fragmentos colhidos em desbridamentos e cirurgias

ortopédicas.

TABELA 1 — Relacédo das amostras bioldgicas de onde
foram identificadas as enterobactérias em
numero total e %, 2009 a 2011, na SCMB.

Variavel Categoria n %

Material biolégico  Abcesso 2 3,2
Cateter 2 3,2
Ferida 5 7.9
Liquor 1 1,6
Osso 2 3,2
Sangue 11 17,5
Urina 40 63,5

Total: 63 100

Fonte: Laboratério de microbiologia SCMB.

Portanto, a analise foi realizada em um total de 63 amostras conforme visto
na TABELA 1.

Na TABELA 2 podemos observar que houve discordancia entre os métodos na
identificacdo de género e espécie. A TABELA 5 mostra que a identificacdo de
Enterobacter cloacae realizada no HCB (5 casos), discordou da SCMB em 3 casos,
que haviam sido identificados como Klebsiella sp (2 casos) e Escherichia coli (1

caso). Por outro lado, 4 casos identificados como Enterobacter cloacae na Santa
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Casa eram, na verdade, Klebsiella sp,. Houve também discordancia na identificacédo

de Escherichia coli e Klebsiela sp.

TABELA 2 — Comparacéao da identificacdo das 63 enterobactérias
(género e espécie), através do método tradicional
(manual) e automatizado das amostras
armazenadas dos pacientes da SCMB, de 2009 a

2011.
Método Método
Variavel Categoria tradicional automatizado
n % n %
Género Enterobacter 6 9,5 5 7,9
Escherichia 36 57,1 33 52,4
Klebsiella 21 33,3 25 39,7
Espécie Cloacae 6 9,5 5 7.9
Colli 36 57,1 33 52,4
Pneumoniae 21 33,3 25 39,7
Total: 63 100 63 100

Fontes: Laboratério de microbiologia da SCMB e HCB.

A TABELA 6 mostra que, considerando a automacdo como padrdo ouro, a
SCMB deixou de identificar perfl ESBL em 6 amostras de enterobactérias

(aproximadamente 10% do total).



TABELA 3 — Perfil do antibiograma segundo o método tradicional (manual)
das amostras armazenadas dos pacientes da SCMB, de 2009
a 2011. Santa Casa de Barretos, 2012.

Variavel Resistente Sensivel Intermediario
n % n % n %
Acido pipemidico 22 611 14 38,9 - -
Amicacina 3 50,0 3 50,0 - -
Amoxilina Clavulanato 23 371 39 629 - -
Aztreonam 19 33,9 37 66,1 - -
Cefepime 4 19,0 19 76,2 1 4.8
Ceftazidima 23 36,5 40 63,5 - -
Ceftriaxona 19 32,8 39 67,2 - -
Ciprofloxaxina 35 574 26 42,6 - -
Gentamicina 16 27,1 43 729 - -
Levofloxacino - - 1 100 - -
Meropenem - - 31 100 - -
Norfloxacino 18 52,9 16 47,1 - -
Sulfametoxazol Trimetoprim 43 78,2 12 21,8 - -

- Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.
Fontes: Laborat6rios de microbiologia da SCMB e HCB.

a7



TABELA 4 — Perfil de antibiograma segundo o método automatizado das
amostras armazenadas dos pacientes da SCMB, de 2009 a
2011. Hospital de Cancer de Barretos — Fundacao Pio XIlI,

2012.
Variavel Resistente Sensivel Intermediario
n % n % n %

Acido Nalidixico 26 63,4 15 36,6 - -
Amicacina 3 4,8 58 911 2 3,2
Amoxilina Clavulanato 15 33,8 22 489 - -
Ampicilina 49 845 9 15,5 - -
Ampicilina Sulbactam 6 35,3 11 64,7 - -
Aztreonam 13 56,5 9 39,1 1 4,3
Cefalotina 30 47,6 28 444 5 7,9
Cefepime 26 41,3 36 57,1 1 1,6
Cefotaxima 28 444 34 54,0 1 1,6
Cefoxitina 11 175 48 76,2 4 6,3
Ceftazidima 28 444 35 55,6 - -
Ciprofloxaxina 33 52,4 28 44,4 2 3,2
Colistina 1 43 22 95,7 - -
Ertapenem 7 11,1 55 87,3 1 1,6
Gentamicina 18 28,6 41 65,1 4 6,3
Imipenem 1 43 22 95,7 - -
Levofloxacino 21 538 15 38,5 3 7,7
Meropenem 1 1,6 62 98,4 - -
Nitrofurantoina 11 28,2 23 59,0 5 12,8
Pireracilina Tazobactam 3 17,6 13 76,5 1 59
Sulfametoxazol Trimetoprim 28 718 11 28,2 - -
Tigeciclina 5 21,7 18 78,3 - -

- Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.
Fontes: Laboratérios de microbiologia da SCMB e HCB.
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Foram eleitos alguns antibiéticos para a tabulacdo dos dados porque o0s
antibiogramas sao diferentes nos dois hospitais como visto nas TABELAS 3 e 4.
Assim foram avaliados os resultados para ceftazidima, cefepime, aztreonam,
meropenem, amicacina, ciprofloxacina, amoxicilina e clavulanato, sulfametoxazol e
trimetoprin. Tais antibiéticos foram incluidos na analise por estarem no antibiograma
de ambos os laboratérios. Levofloxacino ndo foi analisado por ter sido incluido em
apenas um antibiograma realizado na Santa Casa de Barretos.

Quando avaliamos a sensibilidade a cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo, observamos que o antibiograma realizado na SCB mostra maior
sensibilidade a cefalosporinas, podendo induzir as escolhas erradas e falha
terapéutica. O método, porém, € mais concordante com relacdo ao aztreonam,
aminoglicosideos, sulfametoxazol e trimetoprin e quinolonas. Foi encontrada uma
amostra onde a SCMB relatou uma falsa sensibilidade ao meropenem numa bactéria
produtora de carbapenemase. A existéncia desse perfil de betalactamase era, até
entdo, desconhecida no hospital.

Como mostrado na TABELA 4, durante a analise estatistica houve
inconsisténcia no calculo do coeficiente Kappa para meropenem e amicacina por
todos os resultados na SCMB terem sido sensiveis, ou com pequeno namero de
cepas testadas, o que foi considerado uma limitacdo do meétodo. A ceftazidima,
ciprofloxacino, amoxicilina-clavulanato e sulfametoxazol-trimetoprin mostraram
concordancia substancial pelo coeficiente Kappa, cefepime e aztreonam mostraram

concordancia moderada.



50

TABELA 5 - Comparacdo da identificacdo das 63
enterobactérias (género), através do
meétodo tradicional (manual) e
automatizado das amostras
armazenadas dos pacientes da SCMB,
de 2009 a 2011.
. Método tradicional
Metodo : Enterobacter Escherichia Klebsiella
Automatizado
n (%) n (%) n (%)
Enterobacter 2 (3,2) 1(1,6) 2(3,2)
Escherichia 0 (0,0) 32 (50,8) 1(1,6)
Klebsiella 4 (6,3) 3 (4,8) 18 (28,6)
Kappa = 0,69

Fontes: Laboratérios de microbiologia da SCMB e HCB.

TABELA 6 — Comparacao da identificagéo das 63

enterobactérias com relacdo a
presenca de ESBL através do
método tradicional (manual) e
automatizado das amostras
armazenadas dos pacientes da
SCMB, de 2009 a 2011.

Métod o tradicional

Metodo , Negativo Positivo
automatizado
n (%) n (%)
Negativo 33 (61,1) 1(1,9)
Positivo 6 (11,1) 14 (25,9)
Kappa = 0,71

Fontes: Laboratérios de microbiologia da SCMB e HCB.
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TABELA 7 — Perfil de susceptibilidade das 63 enterobactérias, através do metodo
tradicional (manual) e automatizado, das amostras armazenadas dos
pacientes da SCMB, de 2009 a 2011, com relacdo a alguns
antibiéticos escolhidos para comparacdo de dados e indice Kappa.

Método tradici onal

Método automatizado Resistente Sensivel Intermediario Kappa
n % n % n %
Ceftazidima Resistente 21 33,3 7 111 0 0,0 0,71
Sensivel 2 3,2 33 524 0 0,0
Intermediario 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Cefepime Resistente 4 19,0 2 95 1 4,8 0,59
Sensivel 0 0,0 13 61,9 0 0,0
Intermediario 0 0,0 1 4.8 0 0,0
Aztreonam Resistente 0 0,0 1 3,2 0 0,0 0,58
Sensivel 0 0,0 30 96,8 0 0,0
Intermediario
Amicacina Resistente 0 0,0 0 0,0 0 0,0 *
Sensivel 3 50,0 3 50,0 0 0,0
Intermediario 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Ciprofloxacino Resistente 29 47,5 3 4.9 0 0,0 0,71
Sensivel 4 6,6 23 37,7 0 0,0
Intermediario 2 3,3 0 0,0 0 0,0
Amoxilina Resistente 13 28,9 2 4.4 0 0,0 0,61
clavulanato Sensivel 0 0,0 22 48,9 0 0,0
Intermediario 3 6,7 5 11,1 0 0,0
Sulfametoxazol  Resistente 25 67,6 2 5,4 0 0,0 0,61
Trimetropin Sensivel 2 5,4 8 21,6 0 0,0
Intermediario 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Meropenem Resistente 0 0,0 1 3,2 0 0,0 *
Sensivel 0 0,0 30 96,8 0 0,0
Intermediario 0 0,0 0 0,0 0 0,0

* Nao foi possivel realizar o Kappa
Fontes: Laboratérios de microbiologia da SCMB e HCB.
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6- DISCUSSAO

Esta foi a primeira vez que se realizou estudos em espécimes coletados na
Santa Casa de Misericordia de Barretos, que foram comparados com métodos
automatizados.

Foi investigada a identificacdo de ESBL pelo método de disco difusdo e
realizada a confirmacdo do antibiograma pela técnica automatizada, assim como a
comparacao desses resultados. Foi feita revisdo de literatura sobre ESBL, e seus
meétodos de deteccao, fenotipicos e genotipicos.

Observou-se divergéncia na identificacdo de espécie ocorrendo ndo so entre
Klebsiella sp e Enterobacter sp, como também com Escherichia colli. Sendo a
presenca de AMP-C mais comum em Enterobacter sp, o uso de cefalosporinas
nessa espécie leva a maior risco de inducdo de resisténcia, mesmo quando ha
sensibilidade in vitro, levando a risco de faléncia de tratamento.

A identificacdo da presenca de ESBL foi feita apenas para Escherichia sp e
Klebsiella sp, ndo sendo realizada para as amostras de Enterobacter sp. Houve
divergéncia dos resultados, tendo a automacéao identificado 6 cepas produtoras de
ESBL que ndo haviam sido identificados na SCMB.

Quanto a realizacdo do antibiograma na Santa Casa de Barretos, o periodo
de coleta coincidiu com a implantacdo dos novos critérios; sendo assim, algumas
amostras foram testadas pelos critérios anteriores a 2010.

Das cepas resistentes ao ertapenem, quatro eram Klebsiella sp, procedentes

do mesmo paciente. Tratava-se de um senhor vitima de acidente automobilistico,
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com fratura exposta, fixada com material de sintese, que desenvolveu osteomielite
cronica e foi submetido a varios desbridamentos com coleta de material. Uma das
amostras, colhida de swab intra operatorio da ferida cirargica identificou uma
Klebsiella, com alta resisténcia ao ertapenem, (CIM maior que 8), CIM maior que 1
para imipenem e maior que 1 para meropenem. (julho, 2010). As outras trés foram
colhidas no mesmo dia e correspondiam a um fragmento 6sseo e dois swabs intra
operatorios. Vale ressaltar que o paciente vinha em terapéutica prolongada com
meropenem, com melhora parcial do quadro. A amostra foi colhida em outubro de
2010 e evidenciou sensibilidade ao Imipenem e meropenem. A quinta cepa
resistente a ertapenem era uma Klebsiella sp, procedente de urina, sensivel aos
outros carbapenémicos testados e as duas Ultimas eram na verdade Enterobacter sp
gue haviam sido identificados como Klebsiella sp. Todas as cepas resistentes tinham
CIM maior que 4. O Enterobacter sp considerado intermediario para ertapenem, com
CIM de 1, foi identificado em uma amostra de urina.

A cepa resistente a colistina foi uma Klebsiella sp procedente de uma ponta
de cateter, sensivel a ertapenem, meropenem e imipenem, com CIM > 16 para
colistina, o que traz duvida sobre a veracidade desse resultado.

A identificacdo da presenca de ESBL foi feita apenas para Escherichia sp e
Klebsiella sp, ndo sendo realizada para as amostras de Enterobacter sp. Houve
divergéncia dos resultados, tendo a automacéao identificado 6 cepas produtoras de
ESBL que ndo haviam sido identificados na SCMB.

Alguns autores recomendam a realizacdo de testes fenotipicos para
carbapenemases para amostras que exibam mesmo uma pequena reducdo de

susceptibilidade aos carbapenémicos, incluindo o ertapenem, que, parece ser um
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marcador sensivel da presenca de KPC (Miriagou et al, 2010). Todos estes casos
passaram despercebidos podendo ter repercussdes desastrosas na assisténcia.

A resisténcia a colistina é descrita de forma esporadica em algumas
publicacdes (Tan, Ng, 2006; Antoniadou et al, 2007; Samra et al, 2007; Suh et al,
2010; Zarkotou et al, 2010). O Colistimetato de sodio, colistina, € uma das poucas
opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento de infec¢cdes provocadas por
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos. Apesar da toxicidade desse antigo
agente, seu uso permanece pela auséncia de outras opcdes terapéuticas e por sua
tradicdo no tratamento de infeccdes invasivas por Gram negativos. Em muitos casos
a colistina é a ultima opcéo viavel para o tratamento de infeccdes de corrente
sanguinea. O mecanismo de resisténcia a colistina é desconhecido e ndo ha
padronizacdo de CIM no CLSI para colistina. No Brasil, o critério de resisténcia a
colistina segue a padronizacdo do EUCAST. A cepa em questdo esta guardada para
confirmacéo laboratorial (Marchaim et al, 2011).

Lembramos que o trabalho foi realizado em amostras conservadas. Muitas
ESBLs encontram-se em plasmideos e a conservacdo pode levar a perda de
mecanismos de resisténcia (Paterson, Bonomo, 2005).

E relevante destacar que a pesquisa fenotipica desse mecanismo enzimatico
tem importancia tanto no contexto epidemiologico quanto no terapéutico. Apds a
alteracdo dos pontos de corte interpretativos para as cefalosporinas e carbapenens
(CLSI) em enterobactérias, iniciou-se uma discussdo mundial a respeito dessa
mudanca. Segundo o documento do CLSI, os novos critérios interpretativos para

cefalosporinas ja compreendem a presenca de mecanismos de resisténcia como
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ESBLs e, por essa razdo, ndo seria mais obrigatoria a pesquisa confirmatéria da
referida enzima (Martins, 2011).

Na ultima década, o CLSI recomendava que ESBL deveria ser pesquisada em
enterobactérias com reduzida sensibilidade a cefalosporinas, e que os isolados
ESBL positivos deveriam ser reportados como resistentes a todas as cefalosporinas,
independente do resultados do teste de sensibilidade. O EUCAST tinha
recomendacdo semelhante, recomendando que as cepas produtoras de ESBL que
fossem sensiveis a cefalosporinas fossem reportadas como intermediarias, e as
intermediarias, como resistentes.

Recentemente tanto EUCAST como CLSI revisaram seus pontos de vista e
argumentam que, com 0s menores breakpoints adotados € desnecesséario editar
categorias de susceptibilidade para ESBL, sendo essa modificacdo capaz de
detectar mecanismos de resisténcia, devendo a sensibilidade ser reportada como
encontrada. Recomendacdo analoga é dada no contexto da avaliagdo da
sensibilidade a carbapenémicos e producdo de carbapenemase: os testes de
sensibilidade devem guiar o tratamento, ndo a deteccdo de carbapenemases. A
recomendacdo do CLSI € similar para ambos 0s grupos, embora o breakpoint para

cefepime e ceftazidima sejam notadamente maiores que os do EUCAST.

As razbes para esta recomendagao sao trés:

1. Modelos farmacodinamicos sugerem que se o0 breakpoint para cefalosporina
for reduzido 1-4mg/L € possivel obter concentragdo sérica de cefalosporinas

acima da CIM para os 40%-50% requerido do intervalo de dosagem, ao
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menos com as doses maximas das drogas (cefalosporinas ou

carbapenémicos).

Experimentos com animais sugerem que infeccbes causadas por
microorganismos produtores de ESBL ndo sd&o menos trataveis com
cefalosporinas que aquelas causadas por cepas com CIMs similares, mas
sem a producdo de ESBL e que, em ambos os casos, o CIM é um melhor

preditor de resultados que a categorizagdo do mecanismo de base.

Muitos dos casos onde houve faléncia clinica por cepas sensiveis as
cefalosporinas envolveu cepas cujos MICs estavam préximos aos valores
anteriores do CLSI, de 8 a 16mg/L, ndo aos menores CIMs atualmente

adotados pelo CLSI e EUCAST (Livermore et al, 2012)

Livermore argumenta sobre trés falhas nessa recomendacao para que a terapia

seja guiada apenas pelo breakpoint:

1.

2.

3.

A evidéncia de que infeccbes causadas por ESBL e microorganismos
produtores de carbapenemases com baixos CIMs respondam bem a
cefalosporinas e carbapenémicos, respectivamente, € escassa € pouco

convincente.

Testes de sensibilidade rotineiros ndo séo feitos com a precisdo necesséria
para estratificar isolados como susceptiveis, intermediarios ou resistentes no

limite critico de 1-4mg/L.

Abandonar a deteccao de ESBL e carbapenemases para guiar o tratamento

levard ao abandono da investigacao para fins epidemioldgicos
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O autor argumenta que basear-se na premissa de que a probabilidade de
sucesso aumenta a medida que o CIM declina ndo € garantia de sucesso, que a
diversidade de CIMs para carbapenémicos ndo pode estar certa, sugerindo que a
susceptibilidade reduzida aos carbapenémicos seja prontamente investigada com

testes de screening e que a monoterapia com carbapenémicos seja desencorajada.

Uma objecdo a realizacdo de testes de sensibilidade € que feitos apds o
screening inicial, levardo um dia extra para serem efetuados atrasando a liberacéo
do antibiograma. Isto € indesejavel, particularmente para pacientes muito graves. O
autor argumenta ser iISSO uma razao para acelerar a realizagdo destes testes, néo

para abandona-los (Livermore et al, 2012).

Contudo, diferentes publicagBes cientificas mostram que pode ocorrer falha
terapéutica quando infeccdes por Klebsiella pneumoniae ou Escherichia coli (ESBL
positiva), sensivel a cefalosporinas de amplo espectro e com baixos valores de
concentracéo inibitéria minima (CIM), séo tratadas com esses antibiéticos.

Paterson, j& em 2001, discorre sobre a necessidade de realizar testes para
ESBL e descreve o desfecho de 32 pacientes tratados com cefalosporinas. Destes,
54% (15 of 28) tiveram faléncia clinica enquanto recebiam cefalosporinas, as quais o
microorganismo era susceptivel e 100% (4 of 4) tiveram faléncia clinica ao receber
cefalosporinas as quais 0 microorganismo tinha sensibilidade intermediaria. Quatro
dos 15 com faléncia e microorganismo susceptivel morreram nos primeiros 14 dias
de tratamento e os 11 restantes se ciraram com mudanca na antibioticoterapia, a
gual foi mudada para carbapenémicos em todos os casos, exceto um (Paterson,

2001).
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Em 2005, Paterson se coloca favoravel aos métodos de deteccédo de ESBL por
duas razdes: para aprimoramento das politicas de controle de infeccdo hospitalar e
segundo pela presenca do efeito inoculo, em infeccbes com grande inéculo
bacteriano, como abcessos abdominais e pneumonia, ou em infeccbfes onde a
penetracdo da droga € pobre como para tratamento de meningites, endocardites e
osteomielites, onde o autor sugere ao clinico que evite o uso de cefalosporinas, se
houver um microorganismo produtor de ESBL presente. Chamamos a atencéo para
o fato do CLSI considerar a dose padrao de 1g de 8/8 horas para ceftazidima, o que
em muitas situacdes pode ser considerado subdose, sendo 2g EV de 8/8 horas a
dose ideal para tratamento de infec¢cbes graves.

Considerando a escolha de coletar amostras isoladas de materiais colhidos
com técnica estéril, portanto com grande possibilidade de representar reais
infeccdes, a indicacdo de uma cefalosporina para tratar um paciente onde se deixou
de identificar o perfil de resisténcia ESBL pode levar a um mau resultado clinico,
faléncia de tratamento e obito.

A identificacdo de uma provavel KPC trara motivo para discussdo de novas
estratégias institucionais, visto ter sido a primeira vez que um microorganismo com
esse perfil é identificado no hospital.

As cepas resistentes ao ertapenem também ndo haviam sido identificadas
antes porque o ertapenem ndo € testado rotineiramente no antibiograma da
instituicdo. Provavelmente sejam portadoras de mecanismos de resisténcia cuja
existéncia desconheciamos na SCMB e para cujo manejo, novas estratégias de
tratamento, isolamento, coorte, controle de antimicrobianos, terapéutica empirica em

UTI terdo de ser totalmente revistos.
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Foi encontrada uma cepa resistente a colistina, a qual foi armazenada para

estudos futuros.
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7- CONCLUSAO

A comparacao entre as duas técnicas evidenciou melhor identificacéo do perfil
ESBL pela técnica automatizada, conforme descrito em literatura (Chen, 2009;
Thomson, 2010). Porém, ha relatos de resultados falso positivos na identificacéo de
ESBL com o uso do VITEK® (Espinar, 2011).

Houve concordancia de identificacdo de género e espécie na comparacao das
duas técnicas, de acordo com teste estatistico de Kappa que mostrou ser
substancial, assim como para algumas cefalosporinas e moderado para outras.
Ambas as técnicas sdo validadas e fidedignas desde que cumpram as
padronizacdes estabelecidas, ressaltando que o método manual esta submetido a
expertise e interpretacdo do microbiologista (Boehme, 2010).

Alguns mecanismos de resisténcia mais desafiadores podem produzir
resultados falso positivos e falso negativos como a resisténcia mediada por
plasmideos, hiperproducdo de penicilinases e mudancas em porinas (Spanu, 2006).
A presenca de AMP-C pode levar a testes falso negativos para a deteccdo de ESBL,
pela diminuicdo da sinergia com clavulanato quando realizado o teste manual.
(Paterson, 2005, Polsfuss, 2012). Pelo EUCAST 2013 a deteccdo de AMP -C é feita
pelo valor da CIM. Em Klebsiella oxytoca, geralmente a identificagdo € positiva para
ESBL pelo VITEK®, mas negativa pela disco difusdo (Paterson, 2005)

Tanto o antibiograma manual quanto a automacao apresentam falhas e dificuldade
para identificar alguns perfis de resisténcia como ja citado. Provavelmente o

encontro de alguns perfis fenotipicos deveriam ser confirmado com a realizacao de
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testes suplementares e confirmatorios, para finalidade de estratégias
epidemioldgicas e de controle de infeccao (CLSI, 2012, EUCAST, 2013)

A cepa resistente a colistina, mas sensivel a carbapenémicos, assim como as
resistentes a imipenem ou meropenem, identificados na automacdo, deverao ter
seus antibiogramas confirmados conforme recomendacdo da nota técnica da
ANVISA porque, no Brasil, elevado nimero de amostras de Klebsiella pneumoniae
produtoras de cefotaximases apresentam simultaneamente perda de porinas, e
consequentemente sdo falsamente detectadas como produtoras de
carbapenemases, sendo recomendados os testes confirmatorios nessa situacao.
(ANVISA, 2010). CLSI e EUCAST orientam reportar sensibilidade a carbapenémicos

conforme sao encontradas (CLSI, 2012, EUCAST, 2013).
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RESUMO

Realizado coleta de amostras de Escherichia coli e Klebsiella sp para estudo
comparando método manual e automatizado de identificacdo de género e espécie
bacteriana e realizacéo de antibiograma, sob a luz dos novos breakpoints propostos
pelo CLSI e EUCAST. Coletado material proveniente de amostras processadas na
rotina do laboratdrio de microbiologia da Santa Casa de Misericordia de Barretos, as
quais foram armazenadas em duas bacteriotecas. Amostras de Enterobacter sp
também foram guardadas devido discrepancia na identificacdo de género. O
antibiograma automatizado foi realizado no Hospital de Cancer Barretos, que dispde
de automacdo (VITEK®). Foi encontrada uma discordancia na identificacdo de
género e espécie de Enterobacter sp, apesar do pequeno numero de amostras,
assim como também na identificacdo de Klebsiella sp e E. coli. A analise estatistica
foi realizada usando indice Kappa. Considerando a automac¢do como padréo ouro, a
Santa Casa de Misericérdia de Barretos deixou de identificar o perfil ESBL em 6
amostras de enterobactérias (aproximadamente 10% do total). De maneira geral, o
HCB identificou mais resisténcia as cefalosporinas do que a SCMB (ceftazidima e
cefepime), sendo o antibiograma manual mais fidedigno na identificacdo de
resisténcia as quinolonas, aztreonam, sulfametoxazol e trimetoprim a
aminoglicosideos. Foi encontrada uma amostra de Klebsiella sp resistente aos
carbapenémicos, cepa cuja existéncia, até entdo, era desconhecida na instituicao.
Foram encontradas 7 amostras resistentes e uma intermediaria ao ertapenem e uma
amostra resistente ao imipenem. Foi encontrada uma amostra resistente a colistina.
NOs concluimos que o ambos os métodos tem dificuldade na identificagdo de alguns
tipos de resisténcia e que a identificacdo de resisténcia apenas pelo breakpoint traz
muitas davidas, como relatado em literatura, sendo recomendéavel a realizacdo da
testes confirmatdrios em algumas situacdes
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ABSTRACT

Conducted sampling of Escherichia coli and Klebsiella sp to study comparing manual
and automated identification of bacterial species and genus and performing
susceptibility testing, in light of the new breakpoints proposed by the CLSI and
EUCAST. Collected material from samples processed in the routine of the
microbiology laboratory of the Santa Casa de Misericordia de Barretos, which were
stored in two samples colection. Some samples of Enterobacter were also saved
because, in the course of the study, the researcher identified the difficulty of the local
lab to identify this genre. The stored bacteria of Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Sao Paulo provided the samples for realization of automated culture,
which was held at Hospital do Cancer Barretos (HCB), which offers automation
(VITEK®). Was found disagreement in the identification of genus and species of
Enterobacter sp, despite the small number of samples, as well as in the identification
of Klebsiella and Escherichia coli. Performed statistical analysis uzando Kappa index.
Considering the automation as gold standard, the Santa Casa de MisericOrdia de
Barretos (SCMB) failed to identify ESBL in 5 samples (approximately 10% of the
total) in a general way, the HCB has identified more resistance to cephalosporins
than the SCMB (cefepime and ceftazidime), being the most trusted in the
identification manual sensitivity of resistance in quinolones, aztreonam, trimethoprim
sulfamethoxazole and the aminoglycosides. Was found a sample of Klebsiella sp
carbapenem-resistant strain, whose existence was unknown until then. 7 samples
were found resistant and a intermediate to ertapenem and a imipenem resistant
specimen. A sample was found to be resistant to colistin. We conclude that both
methods have difficulty in identifying some types of resistance and identification of
resistance by only breakpoint brings many questions, as reported in the literature,
and recommended the performance of confirmatory tests in some situations.
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HOSPITAL . ) u
BARRETOS Comit de Efica em Poquisa

® CEP

Para: Vanessa Soares de Oliveira e Almeida

De: Dr. Eduardo José Pafon
Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 17/09/2010

Projeto de Pesquisa: 386/2010

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagao
Pio Xll — Hospital de Céncer de Barretos analisou em reunido Extraordinaria de
17/09/2010 o projeto de pesquisa 386/2010 “Analise de fenotipo ESBL em klebsiella
pneumoniae e escherichia colli pelo metodo real time PCR a partir de cepas
coletadas em um hospital do interior do estado de Sao Paulo” e decidiu que o

mesmo encontra-se Aprovado.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP, relatérios semestral e final,
bem como possiveis emendas e novos termos de consentimento livre e
esclarecido, notifique qualquer evento adverso serio ocorrido no centro e novas
informagdes sobre a seguranca do estudo a fim de se fazer o devido

acompanhamento.

Atenciosamente,

//755'/56 4

Dr. EduaL/o José Paton
Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Cancer de Barretos

Rua Antenor Duarte Villela, 1331 — B. Dr. Paulo Prata — Barratos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 48.150.352/0001-12




O hospital da vida

Tlustrissimo senhor
Marcio Carvalho Jorge
Diretor Técnico da Santa Casa de Barretos

Informo que eu ,Vanessa Soares de Oliveira e Almeida, , médica
infectologista e clinica do corpo clinico deste hospital, formalmente
inscrita na pds graduacdo da Santa Casa de Sdo Paulo, area de abrangéncia
mestrado, realizarei a coleta de espécimes bacterianos para a realizacao de
exames de PCR em tempo real, com a inten¢io de analisar a dindmica e
ecologia de algumas bactéria multirresistentes em nossa comunidade
hospitalar. Informo que as espécies analisadas serdo procedentes de
coldnias puras e que nenhum material humano sera enviado para a
pesquisa. Solicito sua anuéncia e colaboragio.

Atenciosamente,

Vanessa Soares de Oliveira e Almeida
CRM 88515

Santa Casa de Misericdrdia de Barretos
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O hospital da vida

Tlustrissimo senhor
Osvaldo Samuel de Andrade
Diretor Clinico da Santa Casa de Barretos

Informo que eu ,Vanessa Soares de Oliveira e Almeida, , médica
infectologista e clinica do corpo clinico deste hospital, formalmente
inscrita na pés graduac¢do da Santa Casa de S3o Paulo, area de abrangéncia
mestrado, realizarei a coleta de espécimes bacterianos para a realiza¢io de
exames de PCR em tempo real, com a intencdo de analisar a dindmica e
ecologia de algumas bactéria multirresistentes em nossa comunidade
hospitalar. Informo que as espécies analisadas serdo procedentes de
coldnias puras e que nenhum material humano serd enviado para a
pesquisa. Solicito sua anuéncia e colaboragio.

Atenciosamente,

Vanessa Soares de Oliveira e Almeida

CRM 88515
SANTA CASA DE BI0S.
Dr. Gsoaldo S. &k A
Diretor Clinico - CRMT 52456

Santa Casa de Misericdrdia de Barretos
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Método Tradicional
Data da Material Identificagao Identificacao Amoxicilina Sulfametoxazo Acido
caso coleta biolégico do género da espécie ESBL Ceftazdima Ceftriaxona clavulanato Aztreonam Ciprofloxacino Gentaminina Meropenem Amicacina trimetropim pipemidico Norfloxacino
1 04.08.2011 SANGUE KLEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
2 12.02.2011 SANGUE KLEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
3 20.07.2010 FERIDA CIRURGICA KLEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
4 01.10.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Sensivel Sensivel
5 24.02.2011 SANGUE KLEBSIELLA PNEUMONIAE NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Sensivel Né&o avaliado Na&o avaliado
6 28.02.2011 URINA KLEBSIELLA PNEUMONIAE NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente
7 01.02.2011 SANGUE KLEBSIELLA PNEUMONIAE NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Sensivel Né&o avaliado Na&o avaliado
8 03.08.2011 URINA KLEBSIELLA PNEUMONIAE NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Sensivel Sensivel Sensivel
9 15.08.2010 URINA KLEBSIELLA PNEUMONIAE NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Sensivel Sensivel Sensivel
10 13.09.2010 FERIDA CIRURGICA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
11 23.09.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente
12 22.08.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente
13 26.09.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive Né&o avaliado | N&o avaliado | Resistente Resistente Resistente
4 27.07.2011 | SANGUE ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive Sensivel 0 avaliado | Resistente Né&o avaliado | Né&o avaliado
5 13.09.2010 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive 40 avaliado 0 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel
6 08.08.2010 | SANGUE CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive 40 avaliado 0 avaliado Resistente Né&o avaliado | Né&o avaliado
7 31.08.2010 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive 40 avaliado 0 avaliado Resistente Resistente Resistente
8 09.04.2011 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive 40 avaliado 0 avaliado Resistente Sensivel Sensivel
9 14.11.2010 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive 40 avaliado 0 avaliado Resistente Sensivel Sensivel
15.03.2011 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive 40 avaliado 0 avaliado Resistente Resistente Resistente
8.10.2010 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive 40 avaliado 0 avaliado Resistente Sensivel Sensivel
6.02.2011 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive 40 avaliado 0 avaliado | Sensivel Resistente Resistente
3.02.2011 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive 40 avaliado 0 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel
4 8.08.2010 LIQUOR CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel a0 avaliado N&o avaliado Sensivel 0 avaliado Nao avaliado Né&o avaliado Nao avaliado
5 6.07.2011 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado | Né&o avaliado Sensivel Resistente Resistente
6 3.09.2011 SANGUE CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado 40 avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
27 13.09.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Sensivel Sensivel
28 16.02.2011 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente
29 26.07.2011 FERIDA CIRURGICA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Na&o avaliado Né&o avaliado Na&o avaliado
30 30.07.2011 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Sensivel Sensivel Né&o avaliado Sensivel Resistente Resistente
31 20.08.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Sensivel Sensivel
32 12.02.2011 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente
33 25.08.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Sensivel Sensivel
34 26.08.2011 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Sensivel Sensivel Sensivel
35 07.10.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Sensivel Resistente Sensivel
36 16.09.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente
37 09.09.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Na&o avaliado Né&o avaliado Resistente Sensivel Sensivel
38 01.05.2011 URINA ESCHERICHIA COLLI NEGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive Né&o avaliado | N&o avaliado | Resistente Sensivel Sensivel
39 13.02.2011 URINA ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel ensive Né&o avaliado 0 avaliado | Resistente Resistente Sensivel
4 30.09.2010 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive Né&o avaliado 0 avaliado | Resistente Resistente Resistente
4 25.04.2011 URINA CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive Né&o avaliado 0 avaliado | Sensivel Resistente Resistente
4 2.04.2011 | ABCESSO CHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Resistente ensive Sensivel 0 avaliado Resistente 40 avaliado 40 avaliado
4 7.03.2010 | SANGUE LEBSIELLA PNEUMOI POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Resistente Sensivel 0 avaliado Resistente 40 avaliado 40 avaliado
44 7.08.20. URINA LEBSIELLA PNEUMOI POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel 0 avaliado Resistente Resistente Resistente
45 3.08.20. CATETER LEBSIELLA PNEUMO POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel 0 avaliado | Resistente 4o avaliado 40 avaliado |
46 5.03.20. URINA LEBSIELLA PNEUMO POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel 0 avaliado | Resistente Resistente 40 avaliado |
47 7.07.20. CATETER LEBSIELLA PNEUMO POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Sensivel 0 avaliado | Resistente 4o avaliado 40 avaliado |
48 8.03.2010 URINA LEBSIELLA PNEUMOI POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Sensivel 0 avaliado Resistente Resistente Resistente
49 6.04.2010 | URINA LEBSIELLA PNEUMO POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel 0 avaliado | Resistente Resistente 40 avaliado |
50 04.12.2010 | URINA LEBSIELLA PNEUMO POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel 0 avaliado | Resistente 4o avaliado 40 avaliado |
51 25.07.2011 URINA LEBSIELLA PNEUMO POSITIVO Resistente | Resistente Resistente Resistente Resistente do avaliado Sensivel 0 avaliado Resistente Resistente 0 avaliado |
52 01.08.2011 SANGUE EBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel 40 avaliado Resistente 40 avaliado 8o avaliado
53 04.04.2011 0sso KLEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
54 28.08.2010 URINA KLEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente
55 13.02.2011 ABCESSO KLEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
56 30.07.2011 SANGUE ESCHERICHIA COLLI POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Na&o avaliado
57 22.08.2010 URINA ESCHERICHIA COLLI POSITIVO Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Resistente Né&o avaliado Resistente
58 21.10.2010 FERIDA CIRURGICA ENTEROBACTER CLOACAE N&o se aplica Resistente Néo avaliado Resistente Né&o avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente Né&o avaliado Néo avaliado Né&o avaliado
59 21.10.2010 FERIDA CIRURGICA ENTEROBACTER CLOACAE N&o se aplica Resistente Néo avaliado Resistente Né&o avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente Né&o avaliado Néo avaliado Né&o avaliado
60 21.10.2010 0SSO ENTEROBACTER CLOACAE N&o se aplica Resistente Néo avaliado Resistente Né&o avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente Né&o avaliado Néo avaliado Né&o avaliado
61 13.11.2010 SANGUE ENTEROBACTER CLOACAE N&o se aplica Sensivel Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado Néo avaliado Né&o avaliado
62 24.11.2010 URINA ENTEROBACTER CLOACAE N&o se aplica Resistente Néo avaliado Sensivel Né&o avaliado Resistente Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado Néo avaliado Né&o avaliado
63 19.11.2010 | URINA ENTEROBACTER | CLOACAE Nd&o se aplica | Resistente Né&o avaliado | Resistente Né&o avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado | Néo avaliado
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Meétodo tradic_ional Método Automatizado
caso Cefepime Levofloxacino Identlgf;::grz;o i I%anggzgf ESBL Ampicilina cﬁn\jﬁigg':tao tPa\IzriE\:gtlgri Cefalotina Cefoxitina Cefotaxima Ceftazidima Cefepime Aztreonam Ertapenem Imipenem
Né&o avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente istente Sensivel Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Sensivel Né&o avaliado
Sensivel 40 avaliado ENTEROBACTER CLOACAE 30 se aplica | N&o avaliado avaliado | Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel ntermediario Resistente Sensivel
3 N&o avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente 40 avaliado | N&o avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
4 N&o avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLL EGATIVO Resistente | Intermediario 30 avaliado Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado Sensivel 0 avaliado
5 Sensivel 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE EGATIVO Resistente 40 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel
6 Sensivel 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE EGATIVO Resistente Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 40 avaliado
7 Né&o avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Né&o avaliado | Sensivel Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
Né&o avaliado 40 avaliado SCHERICHIA COLI EGATIVO Sensivel Sensivel Né&o avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 40 avaliado
N&o avaliado | N&o avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE EGATIVO Resistente Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado Sensivel 0 avaliado
Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Sensivel N&o avaliado | Nao avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensive Sensivel Sensive Sensivel
Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 0 avaliado
Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Sensivel Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel A0 avaliado Sensive A0 avaliado
Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLL EGATIVO Resistente Sensivel 80 avaliado Intermediario Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 40 avaliado
4 Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Resistente N&o avaliado | Nao avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensive Sensivel Sensive Sensivel
5 N&o avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 0 avaliado
6 N&o avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente N&o avaliado | Sensivel Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
7 Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado Sensivel 40 avaliado |
8 N&o avaliado 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel A0 avaliado Sensive A0 avaliado |
9 N&o avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado Sensivel 40 avaliado |
0 Né&o avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Resistente 3o avaliado Intermediario Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 30 avaliado Sensivel 30 avaliado |
1 N&o avaliado 4o avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel A0 avaliado Sensive Né&o avaliado |
2 N&o avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Sensivel Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel N&o avaliado |
N&o avaliado 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Sensivel Sensivel 40 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensive Né&o avaliado _|
4 Sensivel 0 avaliado ESCHERICHIA COLLI POSITIVO Resistente | N&o avaliado | N&o avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
5 40 avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Resistente Sensivel Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Sensivel N&o avaliado
26 | N&o avaliado | Né&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente avaliado 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel
27 40 avaliado 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Resistente | Sensivel 30 avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente A0 avaliado Sensive A0 avaliado
28 | N&o avaliado | Néo avaliado ESCHERICHIA COLLI POSITIVO Resistente | Resistente 30 avaliado | Resistente Intermediario Resistente Resistente Resistente 0 avaliado Sensivel 0 avaliado
9 Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Sensivel 4o avaliado | N&o avaliado ntermediario Sensivel Sensivel Sensivel Sensive Sensivel Sensive Sensivel
0 Sensivel 0 avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente | Intermediario | N&o avaliado ntermediario Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado Sensivel 40 avaliado
N&o avaliado 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Resistente | Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensive 40 avaliado
N&o avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente | N&o avaliado | N&o avaliado ntermediario Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel
Né&o avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Sensivel 3o avaliado Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado Sensivel Né&o avaliado |
34 40 avaliado 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Sensivel Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel A0 avaliado Sensive A0 avaliado |
35 40 avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 40 avaliado |
36 | Sensivel 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] POSITIVO Resistente Intermediario | N&o avaliado | Resistente Intermediario Resistente Resistente Resistente A0 avaliado Sensive A0 avaliado |
37 0 avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 40 avaliado |
38 40 avaliado 40 avaliado ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Resistente Sensivel 40 avaliado | Sensivel Sensive Sensivel Sensivel Sensivel A0 avaliado Sensive A0 avaliado |
39 | N&o avaliado | Néo avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Sensivel 40 avaliado |
4 40 avaliado | Intermediario ESCHERICHIA COLL] EGATIVO Resistente Intermediario | N&ao avaliado | Sensivel Sensive Sensivel Sensivel Sensive A0 avaliado Sensive A0 avaliado |
4 0 avaliado | N&o avaliado ESCHERICHIA COLLI EGATIVO Resistente Sensivel 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado Sensivel 40 avaliado |
4 40 avaliado 40 avaliado ESCHERICHIA COLL EGATIVO Resistente N&o avaliado | Nao avaliado | Sensivel Sensive Sensivel Sensivel Sensive Sensivel Sensive Sensivel
4 40 avaliado | N&o avaliado KLEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente N&o avaliado esistente Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
44 Sensivel 40 avaliado ENTEROBACTER CLOACAE 30 se aplica 40 avaliado | N&o avaliado | Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Intermediario 40 avaliado Resistente N&o avaliado
45 40 avaliado 40 avaliado EBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente 40 avaliado | N&o avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
46 40 avaliado | N&o avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Intermediario avaliado Resistente Intermediario Resistente Resistente Resistente 0 avaliado Sensivel 0 avaliado
47 Resistente 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Resistente 30 avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
48 40 avaliado | N&o avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Resistente 30 avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Sensivel 40 avaliado |
49 40 avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Resistente 30 avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Sensivel 40 avaliado |
50 40 avaliado | N&o avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Intermediario | N&o avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Sensivel 40 avaliado |
51 40 avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Resistente 30 avaliado | Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado Resistente 40 avaliado |
52 | N&o avaliado | Néo avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Resistente Sensivel Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
53 40 avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE EGATIVO Resistente 40 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel
54 | N&o avaliado | Néo avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Intermediario Sensivel Resistente Intermediario Resistente Resistente Resistente 0 avaliado Sensivel N&o avaliado
55 | Intermediario 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente 40 avaliado N&o avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
56 40 avaliado | N&o avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente | Resistente Sensivel Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel Sensivel
57 30 avaliado | N&o avaliado ENTEROBACTER CLOACAE 30 se aplica 0 avaliado | Resistente Intermediario Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente 30 avaliado Intermediario N&o avaliado
58 Resistente 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente N&o avaliado | Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel
59 Resistente | Né&o avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel
6 Resistente 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Resistente N&o avaliado | Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensivel
6 Sensivel 40 avaliado ENTEROBACTER CLOACAE 30 se aplica | N&o avaliado avaliado Sensivel Resistente Resistente Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel
6 N&o avaliado 40 avaliado LEBSIELLA PNEUMONIAE POSITIVO Resistente Interme N&o avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente N&o avaliado Sensivel N&o avaliado
6 Sensivel 0 avaliado ENTEROBACTER CLOACAE 30 se aplica | N&o avaliado | Resistente Sensivel Resistente Resistente Intermediario Sensivel Sensivel N&o avaliado Sensivel N&o avaliado

79



Método Automatizado

Caso Meropenem Amicacina Gentamicina Ciprofloxacina Tigeciclina Colistina Acido Levofloxacino Nitrofurantoina Sulfametoxazol Ampicilina
1 Sensivel Sensivel Resistente Resistente 40 avaliado Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado
2 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado N&o avaliado 40 avaliado 40 avaliado
Resistente Sensivel Resistente Resistente Resistente Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado Né&o avaliado 40 avaliado Resistente
4 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado Né&o avaliado Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado
5 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado Né&o avaliado 40 avaliado Sensivel
6 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Né&o avaliado Né&o avaliado Resistente Intermediario Resistente Resistente 40 avaliado
7 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado N&o avaliado 40 avaliado Resistente
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Sensivel Sensivel Intermediario Resistente 40 avaliado
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Né&o avaliado 40 avaliado Sensivel
Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente 40 avaliado Né&o avaliado 40 avaliado 40 avaliado
Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente ntermediario Sensivel Sensivel 40 avaliado
Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Intermediario Resistente 40 avaliado
4 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Né&o avaliado 40 avaliado Sensivel
5 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado 40 avaliado Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado
6 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado Né&o avaliado Né&o avaliado Sensivel
7 Sensivel Sensivel Resistente Intermediario 0 avaliado 0 avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente 40 avaliado |
8 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 30 avaliado 30 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 30 avaliado |
9 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 4o avaliado 40 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado |
0 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente 40 avaliado |
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado |
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 0 avaliado Resistente Resistente Sensivel Sensivel 0 avaliado |
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Sensivel Sensivel 40 avaliado |
4 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado 0 avaliado 40 avaliado Resistente
25 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Né&o avaliado Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado
26 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado o avaliado 40 avaliado Sensivel
27 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel N&o avaliado N&o avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Sensivel
28 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Né&o avaliado Né&o avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente Né&o avaliado
29 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Né&o avaliado 40 avaliado Sensivel
Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Sensivel Sensivel 40 avaliado
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado
Sensivel Sensivel Intermediario Resistente Sensivel Sensivel Né&o avaliado Né&o avaliado Né&o avaliado 40 avaliado Sensivel
Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 0 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 0 avaliado
4 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel
5 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado a0 avaliado Resistente Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado |
36 Sensivel Sensivel Resistente Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente 40 avaliado |
37 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado 0 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado |
38 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado | Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado |
39 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 0 avaliado Resistente ntermediario Sensivel Resistente 40 avaliado |
40 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Intermediario Resistente 40 avaliado |
41 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 0 avaliado 0 avaliado Resistente Resistente Intermediario Sensivel 40 avaliado |
42 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado N&o avaliado Né&o avaliado Sensivel
43 Sensivel Intermediario Resistente Resistente Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado Resistente
44 Sensivel Intermediario Intermediario Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado
45 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado Resistente |
46 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente 40 avaliado 0 avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado |
47 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Sensivel Resistente 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado |
48 Sensivel Resistente Resistente Resistente 0 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado |
49 Sensivel Resistente Resistente Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado |
50 Sensivel Sensivel ntermediario Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado |
51 Sensivel Resistente Resistente Resistente 40 avaliado 40 avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado |
52 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Sensivel Sensivel 0 avaliado 40 avaliado 30 avaliado 40 avaliado 40 avaliado |
53 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado Sensivel
54 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente Né&o avaliado Né&o avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado
55 Sensivel Sensivel Resistente Sensivel Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado N&o avaliado 40 avaliado Resistente |
56 Sensivel Sensivel Sensivel ntermediario Sensivel Sensivel 40 avaliado 40 avaliado Nao avaliado 40 avaliado 40 avaliado |
57 Sensivel Sensivel Resistente Resistente 0 avaliado N&o avaliado Resistente Resistente Sensivel Resistente 40 avaliado |
58 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Resistente Sensivel 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado |
59 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Resistente Sensivel 40 avaliado 0 avaliado 30 avaliado 0 avaliado 0 avaliado |
0 Sensivel Sensivel Resistente Resistente Resistente Sensivel 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado 40 avaliado |
1 Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel Sensivel 0 avaliado 0 avaliado 30 avaliado 0 avaliado 40 avaliado |
2 Sensivel Sensivel Sensivel Resistente N&o avaliado N&o avaliado Resistente Resistente Resistente Resistente 40 avaliado |
Sensivel Sensivel Intermediario Sensivel N&o avaliado N&o avaliado Sensivel Sensivel ntermediario Sensivel 0 avaliado |
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