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RESUMO
Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) configuram uma importante
pratica nos laboratérios de microbiologia. As metodologias aplicadas para realizar o
teste orientam quanto a melhor escolha terapéutica e possibilitam monitorar a
evolucdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana, afim de evitar a disseminacao
de microrganismos multirresistentes Objetivo: Este trabalho tem por objetivo
comparar valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) obtidos pelo método
automatizado Vitek 2 e por diluicdo em &gar, de bactérias Gram negativas isoladas
de uroculturas positivas, que apresentaram resultados potencialmente discrepantes.
Materiais e métodos: Foram utilizadas cepas de bactérias gram negativas (19
Escherichia coli e 2 Klebsiella pneumoniae) do banco de cepas do laboratério Cura
Imagem e diagnoéstico provenientes de uroculturas positivas. Os antibioticos
ampicilina, cefalotina, ceftriaxona, meropenem, ertapenem, amicacina e gentamicina
foram diluidos de forma seriadas em meio Muller Hinton em placas de Petri de 10
mm. As cepas foram inoculadas com o auxilio do inoculador de Steers e incubadas
em estufa por 24h a 37°C. As mesmas cepas foram submetidas ao sistema Vitek2.
Para validar os resultados obtidos, foram incluidas na amostragem cepas de ATCC
para controle de qualidade. Resultados: Os valores de CIM de todas as ATCC
estiveram dentro do limite estabelecido pela Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), portanto os resultados foram validados. De forma geral, quanto a
CIM, houve correlagédo de aproximadamente 88,5% entre os dois métodos de todas
as CIM analisadas. Quanto a classificacdo categorica houve compatibilidade de
aproximadamente 93,2%. Conclusdo: Houve alta compatibilidade entre as
classificacdes categoricas dos antibidticos testados, no entanto, analisando os testes
que apresentaram discrepancia, podemos concluir que o método da diluicdo em
agar apresenta leve tendéncia a resisténcia para os antibiéticos penicilinicos e
cefalosporinas de 12 geracdo e ligeira tendéncia a sensibilidade para

aminoglicosideos e cefalosporinas de 22 geracéo.
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1. INTRODUCAO

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) configuram uma
importante pratica nos laboratérios de microbiologia. As metodologias aplicadas para
realizar o teste orientam quanto a melhor escolha terapéutica e possibilitam
monitorar a evolucdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana afim de evitar a
disseminac&o de microrganismos multirresistentes®.

O tratamento das infeccbes é realizado pela administracdo de antibiéticos,
que sdo compostos quimicos naturais ou sintéticos com capacidade bactericida,
causando a morte do microrganismo, ou bacteriostatica, causando inibicdo da
proliferacdo bacteriana. Os antibidticos sdo apresentados em diversas classes.
Dentre elas, podemos citar os aminoglicosideos, as quinolonas, os B-lactamicos
entre outros. A classificacdo é feita de acordo com sua origem, biossintese,
mecanismo de agdo, acdo predominante e estrutura quimica @,

Os aminoglicosideos sao carboidratos que contém aminoacucares unidos por
ligacdo glicosidica®. Dentre os principais aminoglicosideos podemos citar a
estreptomicina, a gentamicina e a amicacina. Os aminoglicosideos atuam na
subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo o processo de traducdo e
consequentemente impedindo a sintese proteica, conferindo efeito bactericida. Pela
necessidade de oxigénio para penetrar no microrganismo alvo, os aminoglicosideos
possuem efetividade em bactérias aerébias, e pela sua caracteristica polar devem
ser administrados por via intravenosa parenteral®.

As quinolonas constituem o grupo de antibidticos derivados do acido
nalidixico, tendo a ciprofloxacina seu principal representante. As quinolonas atuam
inibindo a enzima DNA girasse das bactérias, impedindo o processo de duplicacédo
do material genético, e consequentemente, a multiplicacdo bacteriana®.

Os antibidticos B-lactamicos correspondem aos farmacos mais utilizados na
conduta terapéutica de bactérias Gram negativas. Sao substancias bactericidas que

contém um anel B-lactamico em sua estrutura molecular, sdo representados pelas



penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactans, que atuam inibindo o
processo de sintese da parede celular bacteriana.

A parede celular bacteriana € uma estrutura formada por camadas de
peptideoglicano composta por moléculas de acido N-acetilmuramico (NAM) e N-
acetilglicosamina (NAG), e por uma porcao peptidica, que liga as por¢cdes NAM das
diferentes camadas®. Os B-lactamicos, devido a morfologia do anel B-lactamico,
atuam na inibicdo irreversivel da enzima transpeptidase, impedindo entdo que a
porcao peptidica da parede celular una as moléculas de NAM das camadas, o que
resulta em uma parede instavel, deixando a bactéria exposta a acdo do sistema

imunoloégico e suscetivel a lise por osmose(@.

Figura 1 - Estrutura da parede celular bacteriana em Gram negativos.
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Moléculas de NAG e NAM ligadas entre si formando as camadas da parede, e a ligagdo peptidica
unindo as moléculas de NAM das diferentes camadas. Fonte: Adaptado de Vieira et al®

1.1Mecanismos de resisténcia bacteriana

Apesar da grande variabilidade de antibiéticos com mecanismos de acado
distintos, as bactérias podem apresentar ou desenvolver mecanismos de resisténcia.
A resisténcia natural, ou intrinseca consiste em uma caracteristica especifica de
determinados tipos de microrganismos, que, independentemente do contato prévio
com algum antimicrobiano, j& apresenta mecanismos para neutralizar a acdo do

farmaco(”). Este tipo de resisténcia pode ocorrer devido a questdes particulares
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referentes a incompatibilidade morfolégica entre a molécula do antibidtico e
estruturas bacterianas, pela presenca de genes codificantes de enzimas capazes de
hidrolisar antimicrobianos, como, por exemplo, as espécies de Klebsiella
pneumoniae que sdo naturalmente resistentes a ampicilina devido a codificacéo
cromossOmica da enzima B-lactamase SHV-1(), ou até mesmo pelo microrganismo
ndo possuir determinada atividade metabdlica ou estrutura que seria influenciada
pelo antibidtico, como, por exemplo, as bactérias Gram positivas ndo sdo afetadas
pela colistina, devido a auséncia da membrana celular externa, apenas presentes
em Gram negativos®©),

Além da resisténcia natural, h4 a possibilidade de aquisicdo de alguns tipos
de mecanismos de resisténcia, a exemplo de troca de plasmideos, que permitem a
producdo de enzimas especificas que hidrolisam o antibidtico; a alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica, onde ha modificacdo dos canais de
entrada, impedindo a entrada das moléculas de antimicrobianos no citoplasma
bacteriano; bombas de efluxo, responsaveis pela expulsdo de substancias toxicas ao
microrganismo do seu interior®®, e por fim, a alteracédo do sitio ativo, que resulta na
queda de afinidade da molécula do antibitico com o sitio alvo®).

A resisténcia adquirida representa grande preocupacao para a saude publica
mundial®®. A utilizacdo indiscriminada de antibiéticos contribui para a adaptacéo e
selecéo natural de espécies de bactérias, tornando-as cada vez mais resistentes aos
medicamentos disponiveis para a populacdo®. Tanto em hospitais como nas
comunidades, ocorrem adaptacdo e disseminacdo de microrganismos resistentes,
influenciadas por fatores como cenario imunolégico do paciente, mecanismo de acéo
do antimicrobiano, quantidade de bactérias no sitio da infeccdo, entre outros. Porém,
nos hospitais, devido ao grande numero de individuos infectados e em tratamento
com antibiéticos, ocorre a criacdo de um ambiente que induz os patégenos a
adquirirem mecanismos de resisténcia®, e nos setores de terapia intensiva, o risco

é ainda maior, devido a alta vulnerabilidade dos pacientes(13),

1.1.1 B-lactamases e suas classifica¢cdes
Em bactérias Gram negativas, a producdo de enzimas representa a principal

forma de resisténcia a antibidticos B-lactamicos. Estes antimicrobianos sao



amplamente utilizados na pratica clinica no tratamento de infecgées*¥. Existem 2
classificagcdes gerais das enzimas 3-lactamases, uma delas é proposta por Ambler e

a outra por Bush e Jacoby®),

1.1.2 Classificagcdo de Ambler

O esquema proposto por Ambler para classificar as B-lactamases € baseado
na homologia da sequéncia de aminoacidos das enzimas. Este modelo possui
quatro grupos, sendo eles A, B, C e D(%).

Inicialmente, Ambler havia proposto apenas dois grupos para as J-
lactamases, o0 grupo A, que continham as serina-B-lactamases e o grupo B, que
continham as metalo-B-lactamases®. Posteriormente, foram descobertas novas
serina-B-lactamases que néo apresentavam muita semelhanca com as enzimas
previamente descobertas inseridas no grupo A, o que levou a criacdo da categoria
C, que contém as enzimas conhecidas como AmpC®’), e o grupo D, também
conhecido como OXA B-lactamases, que contém residuo de lisina carboxilado no

sitio ativo da enzima(19®,

1.1.3 Classificacdo de Bush-Jacoby

A classificacdo de Bush-Jacoby € baseada nas propriedades das enzimas,
nos seus substratos e na resposta aos inibidores. Neste modelo, as B-lactamases
sdo divididas em 3 grandes grupos. O grupo 1 € representado pelas
cefalosporinases, enzimas que tem maior asfinidade em cefalosporinas e
cefamicinas do que em penicilinas. No grupo 2 estdo as serina-B-lactamases, que
com 11 subgrupos, representam a maior categoria das [-lactamases, com
caracteristicas distintas quanto a classe de antibiético em que atua e quanto a
inibicdo ou ndo por acido clavulanico e tazobactam. No grupo 3 estdo as metalo-B-
lactamases. Esta categoria se diferencia das demais basicamente pela capacidade
de hidrolisar carbapenémicos e por necessitarem de um ion zinco em seu sitio

ativo4



Figura 2 — Classificagcao das B-lactamases

AMBLER BUSH SUBSTRATO

A 28 Penicilinas.

A 2b Penicilinas e cefalosporinas primarias.

A 2be Espectro estendido de cefalosporinas e
monobactams.

A 2br Penicilinas resistentes a acido clavulanico e
tazobactam.

A 2ber Espectro estendido de cefalosporinas e
monobactams resistentes a acido clavulanico
e tazobactam.

A 2c Carbenicilinas.

A 2ce Carbenicilinas e cefepimas.

A 2e Espectro estendido de cefalosporinas com
resisténcia variavel a acido clavulanico e
tazobactam.

A 2f Carbapenémicos com resisténcia varidvel a
acido clavulanico e tazobactam.

B 32 Carbapenémicos com amplo espectro de
hidrélise, sem agcdao em monobactams.

B 3b Preferencial hidrolise de Carbapenémicos,
resistentes a acido clavulanico e tazobactam.

C 1 Cefalosporinas.

C le Cefalosporinas, com aumento de hidrdlise
em ceftazidima e alguns oximino-B-
lactamicos.

D 2d Cloxacilina.

D 2de Espectro estendido de cefalosporinas,

cloxacilina, oxacilina e oximino-b-lactamicos.



D 2 Carbapenémicos, cloxacilina e oxacilina.

Fonte: Adaptacdo de Bush, Jacoby.®

1.2Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Os testes de sensbilidade a antimicrobianos sdo de suma importancia para o
tratamento de infeccbes, permitindo avaliar a escolha do tratamento inicial ou se
haverd a necessidade de ajuste terapéutico, a fim de conter a disseminacdo de
microrganismos multirresistentes®.

Para determinar a eficiéncia do antimicrobiano, € preciso determinar o valor
da concentracéo inibitéria minima (CIM), que € definido como a menor concentracao
de antibidtico capaz de inibir o crescimento bacteriano apds incubacdo de 18-24
horas®®. Existem diversos métodos para determinar a CIM de microrganismos,
dentre os principais, podemos destacar a diluicio em agar, micro e macrodilui¢cdo
em caldo, sendo que este ultimo é considerado o padrao ouro para determinacéao de
CIM@0),

A diluicdo em &gar consiste na preparacdo de diluicdes seriadas de agentes
antimicrobianos no meio de cultura, e apdés a inoculacdo das amostras, a placa
contendo a menor concentracdo de antibiético que ndo apresentar crescimento
visivel determinara a concentracao inibitéria minima do microrganismo. Os intervalos
das concentracbes devem definir as classificacdes categoricas sensivel,
intermediario e resistente@d,

Em alternativa a diluicdo em agar, existem os métodos de diluicdo em caldo: a
macrodiluicdo em caldo, que consiste em preparar diluicbes com concentracdes
crescente de antibiéticos em tubos de ensaio contendo caldo para cultura , e ap6s
incubacédo de 24 horas, é avaliada pela turbidez dos tubos em qual concentragéo foi
o limite para o crescimento bacteriano e, a partir desta informacéo, determinar a
CIM; a microdiluicdo em caldo, consiste na miniaturizacdo do método anterior,
utilizando placas com 96 pocos com fundo em “U” ao invés de tubos de ensaios,
mostrando-se um teste mais econdmico e pratico por utilizar menores quantidades
de antibiéticos e meio de cultura®?.

Com o objetivo de otimizar os testes de suscetibilidade a antimicrobianos, a

industria  de  equipamentos  diagndsticos  desenvolveram  metodologias
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automatizadas, como por exemplo, o sistema Vitek 2, fabricado pela empresa
bioMérieux®. O sistema Vitek 2 utiliza testes bioquimicos para identificacdo e
determina a CIM aplicando algoritmos a cinética de crescimento, monitorada pelo

préprio sistema®?.

2. JUSTIFICATIVA

Durante a rotina de antibiogramas do laboratério Cura (realizada por
automacdao), foram identificados alguns resultados potencialmente discrepantes, em
gue alguns isolados apresentavam um perfil de sensibilidade total aos B-lactamicos,
mas se mostravam resistentes ou com resisténcia intermediaria a cefalotina
(cefalosporina 12 geracdo). Pelo fato destes isolados serem sensiveis a antibiéticos
de classe mais fraca, como a ampicilina, a resisténcia isolada a cefalotina alertou

para uma possivel discrepancia dos resultados emitidos pelo equipamento.

3. OBJETIVO
O objetivo deste experimento foi determinar a concentragdo inibitéria minima
de alguns antibiéticos por uma metodologia manual, e entdo comparar o valor destas

concentracfes com o método automatizado, e verificar se sdo equivalentes.

4. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada a diluicdo em &gar dos antibiéticos ampicilina, cefalotina,
ceftriaxona, meropenem, ertapenem, amicacina e gentamicina, em meio Muller
Hinton, dispensados em placas de Petri de 10 mm. As concentracfes das diluicbes
de cada antimicrobiano foram definidas baseadas nas classificacdes categoricas
estabelecidas pela Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) para

enterobactérias.

Figura 3 — Antibitticos e concentragfes utilizadas.

ANTIBIOTICO CONCENTRACAO (ug/mL)
Ampicilina 1-64
Cefalotina 1-64
Ceftriaxona 0,5-64
Ertapenem 0,25-32



Meropenem 0,25-16
Gentamicina 0,25-16
Amicacina 0,25 -32

Os isolados foram obtidos do banco de cepas do laboratério Cura Imagem e
Diagnostico, em que 21 cepas de enterobactérias, sendo 19 Escherichia coli e 2
Klebsiella pneumoniae provenientes de uroculturas positivas, foram submetidas a
diluicho em agar e a metodologia Vitek2. Para cada antibiético testado, foram
incluidas 2 linhagens da ATCC para a validacao dos resultados. As linhagens ATCC
foram escolhidas de acordo com o ponto de corte mais adequado e seguro para a

manipulacdo dos volumes de antibioticos.

Figura 4 — Linhagens da ATCC utilizadas para cada antibiético testado

ANTIBIOTICO ATCC
Ampicilina 25922 e 35218
Cefalotina 25922 e 29212
Ceftriaxona 29213 e 27853
Ertapenem 27853 e 29212

Meropenem 29212 em duplicata

Gentamicina 25922 e 27853
Amicacina 25922 e 27853

Os isolados foram inoculados com o auxilio do inoculador de Steers e incubados

em estufa durante 24 horas a 37°C.

5. RESULTADOS

ApGs a incubacao de 24 horas, os valores de CIM para todas as linhagens da
ATCC estiveram dentro do intervalo estabelecido pela CLSI, validando os resultados
desta pesquisa. Analisando de forma geral, em relacdo a CIM, 130 testes tiveram
100% de compatibilidade, ndo ultrapassando diferenca de 1llog de diluicao, e 17

apresentaram discrepancias.
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Figura 5 — Resultados do controle de qualidade realizado com as linhagens da ATCC

ATCC Ampicilina Cefalotina Ceftriaxona Ertapenem Meropenem Gentamicina Amicacina
(CLSIb.p) (CLSIb.p) (CLSIDb.p) (CLSIb.p) (CLSIb.p) (CLSI b.p) (CLSI b.p)

25922 8 (2-8) 16 (4-16) 1(0,5-1) 4(0,5-4)

35218 >64 (>=32)

29212 16(8-32) 8(4-16) 2 (2-8)
29213 4(1-8)
27853 64(8-64) 8(2-8) 1(0,5-2) 4(1-4)

Em relacdo a classificacdo categorica, 137 testes apresentaram resultados
compativeis entre as duas metodologias e 10 apresentaram discrepancias.

Os testes com a ampicilina mostraram compatibilidade de aproximadamente
90,4% em relacédo a CIM, em que apenas as amostras numero 2 e 19 apresentaram
concentracdes inibitérias acima de llog diferenca. Ja de acordo com a classificacéo
categorica, a compatibilidade dos resultados foi de aproximadamente 95,2%, no qual
a Unica discrepancia foi com a amostra numero 12, que de acordo com a
interpretacdo da diluicAo em agar, possui resisténcia intermediéria, e de acordo com
o Vitek2, possui sensibilidade. Apesar desta diferenca, a CIM nao ultrapassou 1log

de diluigéo.

Figura 6 — Resultados dos testes realizados com ampicilina

_ AMPICILINA _ _
CIM DILUICAO EM CIM VITEK2 INTERPBETAQAO INTERPRETACAO

AMOSTRA  AGAR (ug/mL) (ug/mL) DILUICAO (CLSI) VITEK 2

1 4 <=2 Sensivel Sensivel

2 8 <=2 Sensivel Sensivel

3 >64 >=32 Resistente Resistente

4 4 4 Sensivel Sensivel

5 >64 >=32 Resistente Resistente

6 >64 >=32 Resistente Resistente

7 >64 >=32 Resistente Resistente

8 >64 >=32 Resistente Resistente

9 >64 >=32 Resistente Resistente

10 >64 >=32 Resistente Resistente

11 8 4 Sensivel Sensivel

12 16 8 Intermediario Sensivel

13 8 4 Sensivel Sensivel

14 8 4 Sensivel Sensivel
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15 >64 >=32 Resistente Resistente
16 8 4 Sensivel Sensivel
17 8 4 Sensivel Sensivel
18 8 4 Sensivel Sensivel
19 8 <=2 Sensivel Sensivel
20 >64 >=32 Resistente Resistente
21 8 8 Sensivel Sensivel

Breakpoints CLSI: <=8 Sensivel ; 16 intermediario ; >=32 resistente

As CIMs obtidas para a cefalotina mostraram-se 100% compativeis, em que
nenhuma das 21 amostras apresentaram concentracdes superiores a 1llog de
diluicdo. Ja em relacéo a classificacdo categorica, os resultados se correlacionaram
em aproximadamente 80,9% das amostras, nas quais as amostras 1, 11, 12
mostraram-se resistentes, segundo a diluicAo em agar, e resisténcia intermediaria
segundo o Vitek2. A amostra niumero 6 mostrou-se sensivel segundo a diluicdo em
agar e intermediario segundo o Vitek2.

Figura 7 — Resultados dos testes realizados com cefalotina

_ ] CEFALOTINA _ _
CIM DILUICAO EM AGAR CIM VITEK2 INTERPRE'[AQAO INTERPRETACAO
AMOSTRA (ug/mL) (ug/mL) DILUICAO VITEK 2

1 32 16 Resistente Intermediario
2 32 32 Resistente Resistente
3 16 16 Intermediario Intermediario
4 16 16 Intermediario Intermediario
5 16 16 Intermediario Intermediario
6 8 16 Sensivel Intermediario
7 64 32 Resistente Resistente
8 >=64 >=64 Resistente Resistente
9 >64 >=64 Resistente Resistente
10 >64 >=64 Resistente Resistente
11 32 16 Resistente Intermediario
12 32 16 Resistente Intermediario
13 16 16 Intermediario Intermediario
14 16 16 Intermediario Intermediario
15 >64 >=64 Resistente Resistente
16 16 16 Intermediario Intermediario
17 16 16 Intermediario Intermediario
18 16 16 Intermediario Intermediario
19 32 32 Resistente Resistente
20 >64 >=64 Resistente Resistente
21 16 16 Intermediario Intermediario

Breakpoints CLSI: <=8 sensivel ; 16 intermediario ; >=32 resistente

Para os testes realizados com a ceftriaxona, houve compatibilidade de

aproximadamente 90,4% em relacdo a CIM, em que apenas as amostras 10 e 20
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ultrapassaram llog de discrepancia. Em relagéo a classificacéo categorica, apenas a
amostra 20 mostrou-se sensivel, segundo a diluicdo em agar, e

intermediario segundo o Vitek2, indicando compatibilidade de aproximadamente
95,2%.

Figura 8 — Resultados dos testes realizados com ceftriaxona.

_ CEFTRIAXONA _ _
CIM DILUICAO EM CIM VITEK2 INTERPRETACAO INTERPRETACAO

AMOSTRA AGAR (upg/mL) (ug/mL) DILUICAO VITEK 2

1 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

2 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

3 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

4 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

5 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

6 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

7 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

8 >64 >=64 Resistente Resistente

9 32 16 Resistente Resistente

10 32 8 Resistente Resistente

11 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

12 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

13 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

14 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

15 32 >=64 Resistente Resistente

16 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

17 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

18 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

19 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

20 <=0.5 2 Sensivel Intermediario

21 <=0.5 <=1 Sensivel Sensivel

Breakpoints CLSI: <=1 sensivel ; 2 intermediério ; >=4 resistente

Com os carbapenémicos ertapenem e meropenem, a compatibilidade das
CIMs foi de aproximadamente 90,4% e 80,9% respectivamente, e 90,4% e 95,2%
para a classificacdo categorica. O maior indice de incompatibilidade de CIM entre os
B-lactamicos testados foi do meropenem, nas quais 4 amostras ultrapassaram 1log

de diferenca.
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Figura 9 — Resultados dos testes realizados com ertapenem

ERTAPENEM
CIMDILUICAO EM CIMVITEK2 INTERPRETACAO INTERPRETACAO
AMOSTRA AGAR (ug/mL) (ug/mL) DILUICAO (CLSI) VITEK 2
1 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
2 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
3 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
4 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
5 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
6 <=0.25 4* Sensivel Resistente
7 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
8 8 >=8 Resistente Resistente
9 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
10 4 2 Resistente Resistente
11 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
12 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
13 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
14 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
15 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
16 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
17 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
18 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
19 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
20 2 <=0.5* Resistente Sensivel
21 <=0.25 <=0.5 Sensivel Sensivel
Breakpoints CLSI: <1 sensivel ; 1 intermediario ; >=2 resistente
Figura 10 — Resultados dos testes realizados com meropenem
MEROPENEM
CIM
CIM DILUICAO EM VITEK2 INTERPRETACAO INTERPRETACAO
AMOSTRA AGAR (ug/mL) (ug/mL) DILUICAO (CLSI) VITEK 2
1 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
2 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
3 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
4 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
5 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
6 <=0.25 4 Sensivel Sensivel
7 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
8 <=0.25 >=16 Sensivel Resistente
9 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
10 4 >=16 Resistente Resistente
11 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
12 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
13 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
14 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
15 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
16 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
17 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
18 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
19 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel
20 4 >=16 Resistente Resistente
21 <=0.25 <=0.25 Sensivel Sensivel

Breakpoints CLSI: <=1 sensivel ; 2 intemediario ; >=4 resistente
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Entre os aminoglicosideos gentamicina e amicacina, houve compatibilidade
de aproximadamente 95,2% e 71,4%, respectivamente, para a CIM. Para a
classificacdo categorica, o teste com a gentamicina teve apenas uma amostra que
ultrapassou 1 log de diferenca. Nos testes com a amicacina, apesar da CIM mostrar
o maior indice de incompatibilidade entre os métodos, a classificagdo categérica se
mostrou 100% compativel, em que todas as 21 amostras foram sensiveis nas 2
metodologias.

Figura 11 — Resultados dos testes realizados com gentamicina

_ GENTAMICINA _ _
CIM DILUICAO EM CIM VITEK2 INTERPRETACAO INTERPRETACAO

AMOSTRA AGAR (ug/mL) (ug/mL) DILUICAO (CLSI) VITEK 2

1 1 <=1 Sensivel Sensivel

2 1 <=1 Sensivel Sensivel

3 >16 >=16 Resistente Resistente

4 2 <=1 Sensivel Sensivel

5 >16 >=16 Resistente Resistente

6 0.5 8 Sensivel Intermediario

7 2 <=1 Sensivel Sensivel

8 0.5 <=1 Sensivel Sensivel

9 2 <=1 Sensivel Sensivel

10 1 <=1 Sensivel Sensivel

11 1 <=1 Sensivel Sensivel

12 1 <=1 Sensivel Sensivel

13 1 <=1 Sensivel Sensivel

14 2 <=1 Sensivel Sensivel

15 2 <=1 Sensivel Sensivel

16 1 <=1 Sensivel Sensivel

17 1 <=1 Sensivel Sensivel

18 1 <=1 Sensivel Sensivel

19 2 2 Sensivel Sensivel

20 2 2 Sensivel Sensivel

21 1 <=1 Sensivel Sensivel

Breakpoints CLSI <=4 sensivel ; 8 intermediario ; >=16 resistente
Figura 12 — Resultados dos testes realizados com amicacina.

_ AMICACINA _ _
CIM DILUICAO EM CIM VITEK2 INTERPBETAQAO INTERPRETACAO
AMOSTRA AGAR (ug/mL) (ug/mL) DILUICAO (CLSI) VITEK 2
1 4 <=2 Sensivel Sensivel
2 4 <=2 Sensivel Sensivel
3 4 <=2 Sensivel Sensivel
4 4 4 Sensivel Sensivel
5 4 <=2 Sensivel Sensivel
6 1 16 Sensivel Sensivel
7 4 <=2 Sensivel Sensivel
8 1 16 Sensivel Sensivel
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9 4 <=2 Sensivel Sensivel
10 8 <=2 Sensivel Sensivel
11 4 <=2 Sensivel Sensivel
12 4 <=2 Sensivel Sensivel
13 4 <=2 Sensivel Sensivel
14 8 <=2 Sensivel Sensivel
15 4 <=2 Sensivel Sensivel
16 2 <=2 Sensivel Sensivel
17 8 <=2 Sensivel Sensivel
18 4 <=2 Sensivel Sensivel
19 8 4 Sensivel Sensivel
20 8 4 Sensivel Sensivel
21 8 <=2 Sensivel Sensivel

Breakpoints CLSI:<=16 sensivel ; 32 intermediario ; >=64 resistente

6. DISCUSSAO

Analisando os dados obtidos entre as metodologias aplicadas, nota-se que
alguns isolados apresentaram resisténcia (plena ou intermediaria) isolada a
cefalotina dentre os [(-lactamicos. Este fato chama a atencdo para um possivel
mecanismo de resisténcia alternativo a producdo enzimatica, jA que as
cefalosporinases também possuem capacidade de hidrolisar penicilinas.

A resisténcia a cefalotina em bacilos Gram negativos é descrita com relativa
frequéncia em casos clinicos®(@®) no entanto, nestes casos, € notada também a
resisténcia aos penicilinicos?®”), o que ndo ocorreu com alguns dos isolados desta
pesquisa. Farrar e Krause descreveram um estudo sobre a relacdo entre as enzimas
B-lactamases e a resistencia a cefalotina em enterobactérias, sugerindo que esta
resisténcia deve estar atrelada a fatores de permeabilidae de membrana e parede
celular®”, Outra pesquisa realizada por Zhang e colaboradores pela faculdade de
medicina da universidade de Toronto investigou a suscetibilidade a cefalosporinas
de amostras de Escherichia coli, pelo método automatizado BD Phoenix e por
microdiluicdo em caldo, em que também foram observados isolados com o0 seguinte
perfil de resisténcia: sensivel a ampicilina e a cefazolina (cefalosporina de 12
geracdo) e resistente ou intermediario a cefalotina®®, Os resultados obtidos por
Zhang e colaboradores pela comparacdo de metodologias confirmam a existéncia de

espécimes com resisténcia isolada a cefalotina, e que a razdo deste perfil de
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suscetibilidade ainda € desconhecido, uma vez que néo foi evidenciado a presenca
de cefalosporinases incapazes de inativar a ampicilina®®).

Outra fungao do sistema Vitek2 é a identificagdo da producédo de enzimas B-
lactamases de espectro extendido (ESBL). Espinar e colaboradores realizaram um
estudo onde compararam o sistema Vitek2 com 2 métodos automatizados (Phoenix
BD e MicroScan WalkAway) e 2 métodos manuais (Etest e disco-difusdo) para
identificar a producdo ESBL e concluiram que o sistema Vitek2 tende a reportar
maior numero de ESBL positivo em relacdo as outras metodologias, necessitando de
testes confirmatérios nestes casos® . Em contraponto, analisando os valores de
CIM obtidos neste trabalho pela diluigho em &gar, as duas metodologias
empregadas mostraram resultados equivalentes na identificacdo de cepas
produtoras de betalactamases de espectro extendido, onde as amostras 9, 10 e 15
apresentaram resisténcia a ampicilina e cefalosporinas de 12 e 32 geragéo tanto no
método manual quanto no automatizado. A amostra numero 8 (Klebsiella
pneumoniae), apesar de amplo espectro de resisténcia aos -lactamicos (confirmada
pelas 2 metodologias), foi classificada como ESBL negativa pelo Vitek2. Este
resultado ndo necessariamente indica uma discrepancia do equipamento, ja que
este perfil de resisténcia pode estar associado a producdo de capsula, perda de
porinas e permeabilidade da membrana plasmatica®?).

Quanto aos carbapenémicos, existem trabalhos publicados constatando
algumas limitacbes na deteccdo de resisténcia aos carbapenémicos em
enterobactérias pelo sistema Vitek2. Lee e Chung testaram a resisténcia ao
ertapenem de 72 enterobactérias pelos métodos MicroScan, Etest, disco-difusao,
microdiluicdo em caldo e Vitek2, onde este Ultimo apontou resisténcia para todas as
amostras. Apd6s a determinacdo das CIM, constatou-se que apenas 20 das 72
amostras eram resistentes ao ertapenem, sugerindo a realizacdo de testes
confirmatérios adicionais quando identificada resisténcia ao ertapenem pelo
Vitek2.GD . Vading e colaboradores investigaram a producgéo de carbapenemases em
51 cepas de Klebsiella pneumoniae pelos métodos Etest, disco-difusdo e Vitek2,
onde 4 das 51 cepas apresentaram falha na determinacdo da resisténcia aos
carbapenemicos pelo sistema Vitek2(3?), Neste trabalho foram identificadas 3
amostras (6, 8, 20) discrepantes em relagdo a classificacdo categoérica dos
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carbapenémicos testados (amostras 6 e 20 discrepantes com ertapenem e amostra
20 com meropenem), sugerindo ligeira tendéncia do Vitek2 a liberar resultados
resistentes em testes com carbapenémicos.

Em relacdo aos aminoglicosideos, constatou-se a existéncia de duas cepas (3
e 5) resistentes a gentamicina e sensiveis a amicacina confirmada pelas duas
metodologias empregadas. Por serem antibioticos da mesma classe, esperava-se
que a interpretacdo categodrica dos mesmos fossem iguais, no entanto existe uma
diferenca estrutural entre as moléculas destes dois aminoglicosideos que
impossibilita a inativagdo da amicacina pelas mesmas enzimas que inativam a
gentamicina. Deste modo, existe uma larga proporcdo de bactérias gram negativas

resistentes a gentamicina e sensiveis a amicacina(®334),

7. CONCLUSOES

Ao término das analises, de maneira geral, a comparacdo de métodos foi
satisfatoria e teve bons indices de correlagdo entre si, tanto para a CIM quanto para
a classificacdo categérica. No entanto, analisando os testes que apresentaram
discrepancia, podemos concluir que o método da diluicdo em &gar apresenta leve
tendéncia a resisténcia para os antibidticos penicilinicos, cefalosporinas de 12
geracao, e ligeira tendéncia a sensibilidade para aminoglicosideos, cefalosporinas
de 22 geracdo e carbapenémicos, este Ultimo apresentou discreta tendéncia a
resisténcia pelo Vitek2. Tanto o Vitek2 quanto a diluicAo em agar mostraram
resultados compativeis na identificacdo de isolados produtores de [B-lactamase de
espectro extendido.

Analisando o0s resultados obtidos com os antibidticos B-lactamicos,
evidenciou-se a resisténcia ou suscetibilidade intermediaria apenas a cefalotina das
amostras 1, 2, 4 13, 14, 16, 17, 18, 19, 21, indicando que h4 um mecanismo de
resisténcia especifico contra cefalosporinas de 12 geracdo em enterobactérias,
necessitando realizacdo de testes especificos para a identificacdo deste mecanismo,
pois de acordo com a classificacdo Ambler-Bush das B-lactamases, ndo séo
descritas enzimas cefalosporinases incapazes de hidrolisar penicilinicos. No entanto,
para a conduta clinica destes casos, ndo se recomenda a administracdo de

penicilinicos para evitar uma possivel resisténcia por inducao.
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