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1. INTRODUCAO

A resisténcia a carbapenémicos em enterobactérias ¢ um grave problema de
saude publica de dmbito mundial, particularmente pela elevada mortalidade e pelo
reduzido niimero de opgdes terapéuticas' 2. Algumas publicagdes evidenciam taxas de
mortalidade em 30 dias em 40% a 50% *. Dentre os mecanismos de resisténcia aos
carbapenémicos (doripenem, ertapenem, imipenem e meropenem) a producdo de
carbapenemases, seja por sua eficiéncia hidrolitica, pela sua codificacdo por genes
localizados em elementos genéticos moveis como plasmidios e transposons, ou pela
sua rapida disseminacdo em ambito mundial, tem o impacto mais significativo na
satide humana.

As carbapenemases sdo usualmente capazes de hidrolizar ndo sé
carbapenémicos, mas também os demais beta-lactimicos, como cefalosporinas,
penicilinas e monobactdmicos’. Trés grandes classes de carbapenemases sdo
encontradas atualmente em enterobactérias no mundo inteiro: as metalo-
betalactamases, sendo os tipos IMP, VIM e NDM as mais frequentemente detectadas
em enterobactérias; as OXA-carbapenemases, sendo a mais frequente em
enterobactérias a OXA-48; e as carbapenemases do tipo KPC. Indiscutivelmente, do
ponto de vista epidemiologico sao de extrema relevancia as carbapenemases do tipo
KPC e as do tipo NDM, pois ambas apresentaram rapida e ampla disseminagdo
mundial ap6s suas descri¢des iniciais.

Desde a descrigdo inicial de KPC no Brasil’, varias publicagdes tem
demonstrado a sua disseminacao em todo o Brasil, e sua presenca em diversos géneros
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, inclusive bacilos Gram-negativos
ndo fermentadores . A disseminagdo de enterobactérias produtoras de KPC ¢ um
grave problema clinico e epidemioldgico em diversas instituigdes de saude brasileiras.

Casos esporadicos de K. pneumoniae produtoras da metalo-betalactamase IMP-
1 também foram reportados® **. Até a data da elaboragdo deste documento, nio ha
relatos da detec¢ao de enzimas do tipo OXA-48 no Brasil.

A NDM foi identificada pela primeira vez em 2008>* e desde entdo tem sido
amplamente descrita em enterobactérias causando infecgdes esporadicas e surtos
principalmente no subcontinente Indiano®. Poucos casos de Klebsiella pneumoniae
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produtoras de NDM foram descritos na America Latina e até o momento esta

carbapenemase nao tinha sido detectada em nosso pais.



Recentemente foram detectados casos de microrganismos produtores de NDM-
1 no estado do Rio Grande do Sul, na cidade de Porto Alegre. O gene blanpy.; foi

identificado em Providencia rettgeri e Enterobacter cloacae.

A deteccdo desses casos aponta uma oportunidade para controle da
dissemina¢do desse tipo de mecanismo de resisténcia no Brasil. Esse controle sé
podera ser alcangado com um grande esfor¢co multidisciplinar, que inclui, além de
outras medidas, deteccdo precoce de pacientes colonizados, implementacao de

precaucdes de contato e de tratamento adequado.

E fundamental que todos os servicos de saude e laboratérios no Brasil utilizem
os mesmos procedimentos e critérios interpretativos para a deteccdo de

carbapenemases.



2. CRITERIOS NACIONAIS DE INFECCOES RELACIONADAS A
ASSISTENCIA A SAUDE

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu os critérios
diagnosticos e os indicadores nacionais adotados no sistema de monitoramento de
infecgdes relacionadas a assisténcia a satide (IRAS). Os critérios diagnosticos e os

indicadores de IRAS estdo disponiveis no endereco eletronico http:/bit.ly/KdgMER.

3. COMUNICACAO DE INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A
SAUDE

A Comissao/Servico de Controle de Infec¢do Hospitalar (CCIH/SCIH) do
estabelecimento de saude tem suas atribui¢cdes definidas pela Portaria n® 2.616, de 12
de maio de 1998, que inclui a implantacdo de um Sistema de Vigilancia
Epidemiologica das Infecgdes Hospitalares. Dentre as atribuigdes, estd a comunicacao
dos indicadores aos demais entes que compdem a organizagao nacional de prevencao e
controle das IRAS, realizada por meio dos formularios eletronicos, conforme
orientagoes descritas no Manual dos Indicadores Nacionais de Infeccoes Relacionadas

a Assisténcia a Saude.

4. MEDIDAS DE PREVENCAO E CONTROLE DE INFECCOES
RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE POR MICRORGANISMOS
MULTIRRESISTENTES

A participagdo do laboratorio é fundamental para a detec¢do oportuna de surtos infec-
ciosos, de modo que oriente a adogdo de medidas de prevencao e controle da dissemi-

nacgao.

Uma vez detectado um microrganismo multirresistente a comunicagao devera ser rea-
lizada imediatamente aos responsaveis pela tomada de decisdo no ambito do servigo
de satude, em geral ao profissional assistente e a Comissdo de Controle de Infec¢ao
Hospitalar (CCIH) que deverd adotar as medidas de prevencao e controle e as Coorde-
nagdes de Controle de Infeccdo Hospitalar do Estado (CECIH), Municipio (CMCIH),

Distrito Federal e a Anvisa.



Para a notificacdao desse agravo deve-se utilizar a ferramenta eletronica, disponivel no
portal eletronico da Anvisa pelo endereco:

http://formsus.datasus.gov.br/site/formulario.php?id_aplicacao=8934

O acesso as informagdes da notificacao esta permitido somente as CECIH, que efetiva-
ram o Cadastramento Nacional junto a Anvisa. As CECIH também s3o responsaveis

pela guarda e confidencialidade dos dados comunicados.

A(s) cepa(s) envolvida(s) no caso ou agregado de casos ou surto, em que haja suspei-
tade producdo de carbapenemase, devera(ao) ser enviada(s) ao Laboratério Central de

Saude Publica do estado para confirmacao e andlise molecular.

Os gestores do servigo de satide e do laboratorio possuem papéis determinantes sobre
as medidas técnicas e administrativas de prevengdo e controle das infec¢gdes no ambi-
ente hospitalar, devendo direcionar os esfor¢os, juntamente aos demais trabalhadores
de saude, para garantir a identificagdo precoce, a correta precaugdo padrio e a limpeza

do ambiente.

A. Medidas especificas de prevenc¢iao e controle

Para a prevencdo e o controle da disseminagao/propagagdo do agente infeccioso € re-
comendado:

. Enfatizar a importancia da higienizagdo das maos para todos os

profissionais de saude, visitantes e acompanhantes (Seguranca do paciente em

servigos de salde: Higienizacdo das Maos: http://bit.ly/10w5XDF);

. Disponibilizar continuamente insumos para a correta higieniza-
¢ao das maos, conforme a RDC n°42/2010;

. Disponibilizar continuamente Equipamento de Prote¢ao Indivi-
dual (luvas e aventais) para o manejo do paciente e suas secrecdes, além da
correta paramentagdo para lidar com o ambiente em torno do paciente, coloni-

zado ou infectado (ANVISA, 2010);



. A dedicacdo ao cuidado com o paciente (colonizado ou infecta-
do) portador de agente produtor de carbapenemase deve, preferencialmente, ser
por um corpo profissional exclusivo;

. Disponibilizar equipamentos e utensilios para o uso individual
do paciente (estetoscopio, esfignomandmetro, termometro, talheres, copos e
outros);

. Reforcar a aplicacdo de precaugdes de contato, em adi¢do as
precaugdes-padrao para profissionais de saude, visitantes e acompanhantes,
quando do isolamento de microrganismos de importancia epidemioldgica defi-
nida, ou, de forma empirica, para pacientes sob risco de colonizagdo pelos
mesmos, até obtencdo de resultados de testes de vigilancia microbioldgica;

. Estabelecer uma area de isolamento do paciente ou coorte exclu-
siva para paciente colonizados/infectados pelo mesmo microrganismo multir-
resistente, bem como a identificar a condi¢do de isolamento, inclusive no pron-
tudrio e portas de acesso;

. Avaliar a necessidade de implementar medidas de coorte em re-
lagdo a profissionais de satide e pacientes;

. Avaliar a necessidade de implantar coleta de culturas de vigilan-
cia, de acordo com o perfil epidemioldgico da institui¢ao;

. Considerar, de acordo com o momento epidemioldgico da insti-
tuicdo e de sua capacidade, a adocao de politica de descolonizagdo para pacien-
tes portadores de enterobactérias produtoras de carbapenemases. Esta medida
auxiliar inclui a administracao tdpica e oral de agentes ndo absorviveis com po-
tencial agdo in vitro contra isolados de enterobactérias resistentes ao carbape-
némicos;

. Enfatizar as medidas gerais de prevencdo de IRAS no manuseio
de dispositivos invasivos (Manual de OrientacGes para Prevencéo de Infeccéo
Priméria de Corrente Sanguinea: http:/bit.ly/16wOFtF e do Trato Respirato-
rio: http://bit.ly/x509{7);

. Enfatizar as medidas gerais de higiene do ambiente (Seguranca
do paciente em servicos de saude: Limpeza e Desinfeccdo de Superficies:
http://bit.ly/XdVE7U);

. Aplicar, durante o transporte intra-institucional e inter-

institucional, as medidas de precaucdes de contato, em adi¢do as precaugdes-
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padrdo, para os profissionais que entram em contato direto com o paciente, in-
cluindo o refor¢o nas medidas de higiene do ambiente;

= Comunicar, no caso de transferéncia intra-institucional e inter-
institucional, se o paciente ¢ infectado ou colonizado por microrganismos mul-
tirresistentes;

. Nao se recomenda a interrupcao da assisténcia em servigos de
satide como medida a ser adotada de forma sistematica no controle de micror-
ganismos multirresistentes. As medidas sanitarias que conduzam a interrupgao
da assisténcia em servi¢os de saude devem ser avaliadas criteriosamente, em
conjunto com as autoridades locais e entre os niveis de gestdo do sistema de
saude;

. Manter o sistema de vigilancia epidemioldgica das Infecgdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) que permita o monitoramento de
patégenos multirresistentes, em parceria com o laboratorio de microbiologia;

. Fortalecer a politica institucional de uso racional de antimicro-
bianos. Para este fim, deve-se lancar mao de algumas préticas recomendadas na
literatura, tais como:

- Quando possivel, implementar restrigdo preferencial de uso de
certas classes de antimicrobianos potencialmente associadas a maior
risco seleg¢do de resisténcia, como as fluroquinolonas, as cefalosporinas
de terceira geracao e os carbapenémicos. Essa medida pode ser adotada,
por exemplo, por meio da necessidade de preenchimento de formulario
especial para uso desses agentes;

- Estreitamento de espectro do tratamento antimicrobiano quando

da posse dos resultados de antibiogramas;

- Observagao do conceito de “prazo minimo eficaz” para defini-

¢do de tempo de tratamento das sindromes infecciosas;

- Promocao de uso “heterogéneo” de diferentes classes de antimi-

crobianos, evitando prescrigdes excessivamente “monotonas” dos

mesmos agentes;

- Promogao de prescrigdes de posologias mais recentes, baseadas

em conceitos de PK/PD e enfatizando a importancia das doses de ata-

que de antimicrobianos hidrofilicos (p.ex: b-lactdmicos, glicopeptideos,

aminoglicosideos e polimixinas) em pacientes criticamente enfermos.



B. Orientacio Terapéutica
B1. Terapia Empirica:

A terap€utica para infeccdes por enterobactérias multirresistentes se baseia na
utilizacao de Polimixina B ou Polimixina E (Colistina) em associacdo com um (1) ou
mais dos antimicrobianos listados abaixo:

- Aminoglicosideos (gentamicina ou amicacina)

- Carbapenémicos (meropenem ou doripenem)

- Tigeciclina

Sempre usar associagdes de dois ou trés antimicrobianos, sendo um deles a Polimixina
B ou a Polimixina E (colistina). Deve-se evitar a utilizagdo de monoterapias pelo risco

de rapido desenvolvimento de resisténcia.

A escolha do(s) farmaco(s) de associagdo com Polimixina B ou E deve se basear,
preferencialmente, no perfil de susceptibilidade esperado aos referidos medicamentos
das enterobactérias resistentes aos carbapenémicos detectadas no seu hospital ou, na
auséncia de dados locais, na sua regido. Deve-se considerar igualmente o local de
infec¢do e a penetragdo esperada do antimicrobiano na escolha da droga a ser utilizada

na combinacgao.

B2: Apos a determinacio do perfil de sensibilidade

Ap0s a liberacdo do perfil de sensibilidade deve-se adequar o uso dos medicamentos.
Sempre que possivel, manter no minimo 2 (dois) farmacos com sensibilidade
comprovada in vitro. Nao havendo sensibilidade a uma segunda droga (suscetibilidade
apenas a Polimixina B ou E), recomenda-se manter a terapia combinada de Polimixina
B ou E com Carbapenémicos (Meropenem ou Doripenem) ou Tigeciclina, na tentativa

de ocorréncia de sinergismo entre elas.

Sugere-se além da determinag¢do das CIMs para uma das Polimixinas (B ou E), que
também sejam determinadas as CIMs de Tigeciclina e Carbapenémicos (Meropenem),
bem como a consultoria de um infectologista (ou Comissdo de Controle de Infeccao

Hospitalar) para a determinagdo da terapia combinada com base na interpretagao do



antibiograma / CIM e quadro clinico do paciente.
No caso de resisténcia as Polimixinas (concentragdes inibitorias minimas [CIMs] > 2
mg/L), recomenda-se a associacdo de dois ou trés do antimicrobianos sugeridos para a

combinagao.

C. Critérios interpretativos para avaliacdo da sensibilidade de enterobactérias

Em todos os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) de enterobactérias
devem ser utilizadas as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute do ano
vigente, com as modificagdes detalhadas na Tabela 1. Visando deixar claro para o
médico assistente os critérios utilizados para interpretacdo dos testes de sensibilidade,
sempre que forem utilizados os critérios interpretativos preconizados neste documento,
incluir a seguinte nota no laudo: “Para a interpretacdo dos testes de sensibilidade

foram utilizados os critérios preconizados na Nota Técnica da ANVISA N°. 01/2013.”

Tabela 1 -  Critérios  interpretativos a  serem  utilizados em
substituicdo/complementacdo aqueles definidos nos documentos do CLSI para testes
de sensibilidade de enterobactérias

Concentragdo Inibitoria Minima Disco-Difusio
Poténcia

Antimicrobiano Sensivel | Intermediario | Resistente do Sensivel | Intermediario | Resistente

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Disco (mm) (mm) (mm)

(ng)

Aztreonam <1 2-4 >8 30 >24 21-23 <20
Cefepima <1 2-4 >8 30 >24 21-23 <20
Ceftazidima® <1 2-4 >8 10" >224 19214 <18*
Ertapenem <0,5 1 >2 10 >25 22-24 <21
Colistina ou <2 - >4 B - - -
Polimixina B
Tigeciclina <1 2 >4 15 >18¢ 15-17° <14°

A. A concentracdo do disco difere daquele usualmente comercializada pela maioria dos fabricantes.

B. O método de Kirby-Bauer (disco-difusdo) ndo ¢ adequado para a avaliagdo da susceptibilidade as
polimixinas.

C. Os critérios interpretativos para tigeciclina, quando testada pelo método de Kirby-Bauer, estdo
disponiveis apenas para E. coli. Para outras espécies bacterianas, deve ser determinada a concentragdo

inibitéria minima. A tigeciclina tem atividade reduzida contra enterobactérias dos géneros Morganella,
Providencia e Proteus.

C1. Determinacao das concentracdes inibitorias minimas (CIMs):

Considerando as dificuldades no tratamento das infecgdes por enterobactérias nao

sensiveis aos carbapenémicos, a determinag¢do das concentragdes inibitdrias minimas
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(CIM) para imipenem, meropenem, tigeciclina, polimixina B ou colistina por método
ndo automatizado ¢ mandatdria para guiar o tratamento. A continuidade do tratamento
iniciado empiricamente com polimixinas deve ser subsidiado por determinagdo da
CIM, pois em algumas instituigdes no Brasil a taxa de resisténcia as polimixinas, em

enterobactérias produtoras de KPC, ¢ superior a 9%.

Para tigeciclina os critérios interpretativos estdo disponiveis apenas para Escherichia
coli; portanto seu uso também deve ser guiado por determinagdo da CIM por método

ndo automatizado.

C2. Triagem de enterobactérias produtoras de carbapenemases

Ao realizar TSA de enterobactérias isoladas de pacientes hospitalizados, o laboratério
devera testar simultaneamente ertapenem, imipenem ¢ meropenem. Caso seja utilizado
sistema de automag¢dao com painel sem ertapenem este antimicrobiano devera ser
testado por disco-difusdo para auxiliar na liberagao dos resultados.

Caso o isolado seja sensivel aos trés carbapenémicos (ertapenem, imipenem,
meropenem), o resultado poderd ser liberado como tal, quanto a esse grupo de
antimicrobianos, sem testes adicionais, ou seja, ndo ¢ necessario pesquisar
carbapenemases.

Para triagem de produtores de carbapenemase em isolados do Grupo CESP
(Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp., Morganella
morganii e Hafnia alvei) deverdo ser considerados apenas os resultados de imipenem e
meropenem, enquanto para isolados NAO pertencentes a0 Grupo CESP o ertapenem
também devera ser utilizado.

Isolados com didmetro de halo de inibicdo < 22 mm ou com CIM > 2 pg/mL para
imipenem e/ou meropenem, € isolados com didmetro do halo de inibi¢do < 24 mm, ou
CIM > 1 pg/mLpara ertapenem deverdo ser testados, de modo suplementar, com
discos de meropenem e imipenem com e sem adi¢do de EDTA, cloxacilina (CLOXA)

e acido fenilboronico (AFB).
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C3. Utilizacao do teste de Hodge modificado, potenciadores e inibidores para
deteccdo de carbapenemases

O teste de Hodge modificado, amplamente utilizado em laboratorios de diagnostico
microbioldgico em todo o Brasil, apresenta baixa sensibilidade para detec¢do de NDM
(<50%); portanto, até que mais evidéncias cientificas sejam acumuladas este teste nao
deve ser utilizado para detec¢do de carbapenemases, em particular NDM>* %

A detec¢do fenotipica de carbapenemases deve ser baseada no uso de bloqueadores
enzimaticos. As metalo-betalactamases, a exemplo daquelas do tipo NDM, apresentam
dois ions de zinco em seu sitio catalitico; portanto a sua detec¢do baseia-se no uso de
substancias que atuem como quelantes desses ions. Varias substiancias tem essa
propriedade; entretanto uma das mais utilizadas ¢ o 4cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA)’.

As KPCs sdo inibidas pelo acido fenilboronico (AFB), mas ndo ocorre potenciacio
quando ¢ adicionada a cloxacilina. As AmpCs plasmidiais sdo inibidas pelo &cido

. A . .~ , .. - 30;
fenilboronico, mas ocorre potenciagdo quando ¢ adicionada a cloxacilina (CLOXA)
31

C4. Preparo dos discos com AFB, CLOXA ou EDTA:

E essencial que os discos com e sem adi¢do de solugdes sejam do mesmo lote e
fabricante.O modo mais pratico de preparar os discos € depositd-los sobre a face
interna de uma tampa de placa de Petri estéril e a seguir dispensar 10 pL de solugdo de
EDTA, AFB ou CLOXA (Ver item 5.5). Deixar evaporar o excesso de umidade por
cerca de 20 minutos. Carbapenémicos degradam com a presenga de umidade; portanto
a estocagem dos discos ja adicionados das solucdes ¢ desaconselhavel.
Recomendamos a preparagdo dos discos no mesmo dia do uso. Ver item 5.6 para

controle de qualidade.
CS5. Testes com inibidores e potenciador para detec¢io de carbapenemases

Preparar suspensdo bacteriana com turbidez equivalente ao padrdo 0.5 da escala de
McFarland em salina 0,9% estéril. Umedecer o swab na suspensdo, eliminar o excesso
e espalhar homogeneamente a suspensdo bacteriana sobre a superficie do agar
Mueller-Hinton em placa 15 x 150 mm.Apds evaporacdo do excesso de umidade

aplicar os discos conforme Figura 1. Incubar por 18 a 24 horas a 36 +1 °C em ar
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ambiente.Os testes fenotipicos consistem em uma triagem. Apenas o0s testes
moleculares, como PCR com iniciadores especificos e sequenciamento sao

confirmatorios.

O

Sem aditivo

O

Cloxacilina 10 plde
solucao 75 mg/mL

Acido fenilborénico 10 pl
de solugio 40 mg/mL

o

EDTA
10 pl de solugdo 0,1M

Figura 1- Esquema para aplicagdo de discos de antimicrobianos para detec¢do de carbapenemases.

ERT — ertapenem; MEM — meropenem; IMP — imipenem.

C6. Interpretacio dos Testes com inibidores e potenciador para deteccio de
carbapenemases

A interpretacdo depende da espécie bacteriana. O motivo da estratificagdo dos critérios
interpretativos para deteccdo de carbapenemases ¢ devido a ocorréncia de falsa positividade

quando do uso do AFB para detec¢do de KPC no grupo CESP.

Isolados NAO pertencentes ao grupo CESP:

Isolados com diferenca de didmetro > 5 mm (Figura 2) para o carbapenémico
(imipenem ou meropenem) com EDTA em relagdo ao carbapenémico sem EDTA
deverdo ser considerados potenciais produtores de metalo-betalactamase (IMP, VIM,
NDM). Este achado preliminar deverd ser prontamente reportado ao SCIH e ao
médico assistente.

Isolados com diferenca de didmetro de halo de inibigdo > 5 mm apenas com AFB, para
qualquer um dos substratos (imipenem ou meropenem), deverdo ser considerados

produtores de KPC. A defini¢do de necessidade de envio para o laboratorio de

referéncia ficara a critério das vigilancias estaduais.
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Isolados com diferenca de diametro de halo de inibi¢do > 5 mm com AFB e CLOXA,
para qualquer um dos substratos, deverdo ser considerados produtores de AmpC
plasmidial e deficientes em porinas.
Isolados com diferenca de diametro de halo de inibi¢do <5 mm com AFB, CLOXA e
EDTA podem ser mutantes deficientes em porinas ou produtores de OXA-48.
Os resultados dos testes de sensibilidade aos carbapenémicos devem ser liberados de
acordo com os critérios interpretativos descritos na Tabela 1, sem alteracdo das
categorias, mas sempre acompanhados de uma das observacdes detalhadas na

legenda da Figura 2.

Grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp.,

Morganella morganii e Hafnia alvei):

Para triagem de produtores de carbapenemase em isolados do Grupo CESP deverao
ser considerados apenas os resultados para imipenem e meropenem (Figura 2).
Isolados com diferenga > 5 mm entre o didmetro do halo de inibicdo com disco de
carbapenémico (imipenem ou meropenem) adicionado de EDTA e didmetro do halo de
inibicao do disco de carbapenémico sem EDTA deverdo ser considerados potenciais
produtores de metalo-betalactamase (IMP, VIM, NDM). Este achado preliminar
devera ser prontamente reportado ao SCIH e ao médico assistente, e o isolado devera
ser encaminhado ao laboratério de referéncia mais préoximo para confirmacdo por
método molecular.

Isolados intermediarios ou resistentes para imipenem e/ou meropenem e negativos
para o teste de triagem podem ser produtores de outras carbapenemase (KPC ou OXA-
48) ou mutantes deficientes em porinas’. Em fungdo da ocorréncia de resultados
falsamente positivos utilizando-se o acido fenilboronico (AFB) para triagem de
produtores de KPC no grupo CESP, recomenda-se que a deteccdo dos genes que

codificam essas seja feita apenas por técnicas de biologia molecular.
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NAO. Liberar SIM.
resultado sem
testes adicionais
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(NDM, IMP, VIM).
Confirmar por PCR.
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CLOXA Cloxacilina
AFB Acido Fenilborénico

NAO. NAO. Liberar
resultado sem
testes adicionais
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MEM I ou R?

SIM.
Testar IMI e MEM
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CLOXA, AFB

SIM. Provavel MBL
(NDM, IMP, VIM).
Confirmar por PCR.
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>5mm apenas
com EDTA?

SIM. KPC.
Liberar com
0BS2
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>5mm apenas
com AFB?
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>5mm com
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NAO. Outras
carbapenemases (p. ex.
OXA-48) ou perda de
porina. Liberar com OBS4

Figura 2- Fluxograma para deteccao de carbapenemases no laboratério clinico.

Obs1: Em fungdo da positividade do teste fenotipico para (MBL) metalo-betalactamase

(bloqueio enzimatico com EDTA) sera realizada PCR parablaxpu.

Obs2- A deteccio de KPC foi realizada por bloqueio enzimatico com acido

fenilbor6nico, método com especificidade superior a 99%. A confirmacdo por PCR

podera ser realizada mediante solicitagdo especifica ou envio a laboratério de referéncia.

Obs3: A deteccio de AmpCplasmidial foi realizada por bloqueio enzimatico acido

fenilboronico e potenciacdo com cloxacilina. A expressdo de AmpCplasmidial, quando

associada a perda de porinas pode causar resisténcia aos carbapenémicos.

Obs4- Nas enterobactérias ndo pertencentes ao grupo CESP, a negatividade dos testes

fenotipicos para KPC, metalo-betalactamases

e AmpC

, mas resisténcia a
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carbapenémicos podem indicar a presenca da carbapenemase OXA-48 ou perda de

porinas.

5. DETECCAO DE COLONIZACAO POR ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS

5.1 Tipo de amostra clinica e coleta
As amostras a serem utilizadas para avaliacdo de colonizagdo por enterobactérias

produtoras de carbapenemases sdo: material coletado com swab retal ou fezes.

Para coleta com swab retal utilizar swab com meio de transporte de Amies, Cary-Blair
ou Stuart. Umedecer a ponta em agua destilada estéril. Encostar o swab no esfincter
anal e aguardar alguns segundos para o relaxamento. Introduzir o swab cerca de 4 cm,
girad-lo sobre seu proprio eixo por duas vezes, remove-lo e introduzi-lo no meio de

transporte.

5.2 Transporte da amostra ao laboratorio

Amostras de fezes ou retal devem ser coletadas em swab com meio de transporte
(Stuart, Amies ou Cary-Blair) e enviadas ao laboratério o mais rapido possivel, apesar
de enterobactérias apresentarem estabilidade minima de 4 h em temperatura ambiente

e 72 horas sob refrigeracio (2 a8°C) nesses meios de transporte .

5.3 Semeadura

No laboratorio de bacteriologia as amostras deverdo ser inoculadas em meio liquido
(caldo BHI ou caldo TSB) contendo 0,25 pg/ml de ertapenem e 100 pg/ml de
ampicilina (a adicdo de ampicilina visa minimizar o crescimento de Enterococcus
spp.). Alternativamente adicionar um disco de ertapenem (10 pg) a 10 ml de caldo
imediatamente antes do uso. A seguir as culturas devem ser incubadas por 12 a 18
horas a 36 =1 °C antes do repique para meio s6lido.Subcultivar em agar MacConkey
por esgotamento e a seguir aplicar sobre a superficie do meio ja semeado discos de
ertapenem no inicio e no final das estrias Alternativamente subcultivar a cultura
bacteriana em agar cromogénico comercialmente disponivel para a deteccdo de ESBL

(betalactamase de espectro ampliado), pois apresenta maior sensibilidade para
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detecgio de carbapenemases, exceto OXA-48". Incubar por 18 a 24 horas a 36 £1 °C

em ar ambiente.

5.4 Leitura das placas:

Identificar por testes fenotipicos e realizar teste de sensibilidade das colonias com

morfologias distintas, que estejam dentro de um halo com didmetro igual ou menor

. 34 . J . e
que 27 mm ao redor do disco de ertapenem’". Caso seja utilizado o meio cromogénico

realizar testes fenotipicos e teste de sensibilidade das colonias com morfologias

distintas. Testar e interpretar conforme itens 5 ¢ 6.

5.5. Preparo de solugdes:

A. Solugao de acido fenilborénico 40 mg/ml* (AFB)

Acido fenilborénico 240 mg
DMSO 3 ml
Agua grau reagente estéril 3ml

Estabilidade e conservagdo: 3 meses a -20°C;

*Esta recomendacdo tem o dobro da concentracdo originalmente descrita, de
modo a padronizar o volume de 10 pl para todas a solugdes a serem
adicionadas aos discos’.

A esterilizagdo por filtragdo (0,22 um) é opcional. por filtragao

B. Solucio de EDTA 0,1 M*®

EDTA 1,86 g

Agua grau reagente ------------ 40 mL

Agitar até completa dissolugdo do EDTA, elevando o pH para 7,5 £ 0,1 com
NaOH 5M

¢ A solucdo de NaOH 5M pode ser preparada dissolvendo-se 20 g de
hidréxido de so6dio em 4gua grau reagente, até completar o volume
total, em temperatura ambiente, de 100 ml.

Distribuir em aliquotas de 1 a 2 ml
Esterilizar em autoclave por 10 min a 121 °C

Estabilidade e conservagdo: temperatura ambiente (15 a 25°C) por 1 ano. Néo
refrigerar ou congelar, pois pode haver precipitagdo da solucao.
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C. Solucao de Cloxacilina (CLOXA)

e Cloxacilina sal s6dico monohidratado 750 mg

»  Agua grau reagente 10 ml

e Esterilizar por filtragdo 0,22 um

¢ Estabilidade e conservagdo: 3 meses a -20°C;

5.6. Controle de qualidade dos discos com inibidores ou potenciador

Para controle de qualidade dos discos, testar semanalmente as cepas listadas na Tabela
2, que serao depositadas no INCQS. Tao logo os nimeros de depdsito estejam

disponiveis, a tabela serd atualizada.

Tabela 2 — Diferenga entre diametros de halos de inibi¢do para imipenem e
meropenem nao suplementados e suplementados com EDTA, CLOXA ou AFB (mm)

AFB EDTA CLOXA
E. coli ATCC 25922 Oal Oal Oal
KZ.3 pneumoniae BR- Oal >4 Oal
1
K. pneumoniae >3 Oal Oal
KPC-2°
E. coli CMY-2"’ >5 0al >5
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