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1. INTRODUCAO

A resisténcia a carbapenémicos em enterobactérian §rave problema de
saude publica de ambito mundial, particularmenta péevada mortalidade e pelo
reduzido nimero de opcdes terapéutidadigumas publicacdes evidenciam taxas de
mortalidade em 30 dias em 40% a 50%Dentre os mecanismos de resisténcia aos
carbapenémicos (doripenem, ertapenem, imipenem repereem) a producdo de
carbapenemases, seja por sua eficiéncia hidrolipela sua codificacdo por genes
localizados em elementos genéticos méveis comandiass e transposons, ou pela
sua rapida disseminacdo em ambito mundial, tem gadém mais significativo na
saude humana.

As carbapenemases sao usualmente capazes de izhidraldo sO
carbapenémicos, mas também os demais beta-lacEgmemomo cefalosporinas,
penicilinas e monobactamicos Trés grandes classes de carbapenemases s&o
encontradas atualmente em enterobactérias no muntgiro: as metalo-
betalactamases, sendo os tipos IMP, VIM e NDM ass finequentemente detectadas
em enterobactérias; as OXA-carbapenemases, sendmaia frequente em
enterobactérias a OXA-48; e as carbapenemasepadBC. Indiscutivelmente, do
ponto de vista epidemioldgico sao de extrema reldadas carbapenemases do tipo
KPC e as do tipo NDM, pois ambas apresentaram aapicampla disseminacao
mundial apos suas descri¢des iniciais.

Desde a descricdo inicial de KPC no Bfasiarias publicacdes tem
demonstrado a sua disseminagcéo em todo o Brasih presenca em diversos géneros
e espécies bacteriarfgs? 10 11 12 13: 141151 16:17:18: Iy o) sjve bacilos Gram-negativos
ndo fermentadoré¥ *. A disseminacdo de enterobactérias produtorasRie & um
grave problema clinico e epidemiolégico em diversastuicdes de saude brasileiras.

Casos esporadicos #e pneumonia@rodutoras da metalo-betalactamase IMP-
1 também foram reportadés®® Até a data da elaboracéo deste documento, ndo ha
relatos da deteccdo de enzimas do tipo OXA-48 asiBr

A NDM foi identificada pela primeira vez em 2006& desde entdo tem sido
amplamente descrita em enterobactérias causandocd@®s esporadicas e surtos
principalmente no subcontinente Indidhd?oucos casos délebsiella pneumoniae
produtoras de NDM foram descritos na America L&fifd e até o momento esta

carbapenemase néo tinha sido detectada em nosso pai



Recentemente foram detectados casos de microrgas@radutores de NDM-
1 no estado do Rio Grande do Sul, na cidade de Pdegre. O gendlaypm-1 foi
identificado enProvidencia rettgere Enterobacter cloacae.

A deteccdo desses casos aponta uma oportunidade quatrole da
disseminacdo desse tipo de mecanismo de resistdocBrasil. Esse controle sé
podera ser alcancado com um grande esforco mulpdigar, que inclui, além de
outras medidas, deteccdo precoce de pacientesizaos, implementacdo de
precaucdes de contato e de tratamento adequado.

E fundamental que todos os servicos de salde eatabios no Brasil utilizem
0S mesmos procedimentos e critérios interpretatiisra a deteccdo de

carbapenemases.



2. CRITERIOS NACIONAIS DE INFECCOES RELACIONADAS A
ASSISTENCIA A SAUDE

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA$tabeleceu os critérios
diagnosticos e os indicadores nacionais adotadosigtema de monitoramento de
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAsSkritérios diagnosticos e o0s

indicadores de IRAS estéo disponiveis no endereg@eiconhttp:/bit.ly/KdgMER

3. COMUNICACAO DE INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTEN CIA A
SAUDE

A Comissao/Servico de Controle de Infeccdo HospitdCCIH/SCIH) do
estabelecimento de saude tem suas atribuicGesddefipela Portaria n° 2.616, de 12
de maio de 1998, que inclui a implantagdo de umte®is de Vigilancia
Epidemioldgica das Infec¢cdes Hospitalares. Dergratabuicdes, esta a comunicagao
dos indicadores aos demais entes que compdem @zagao nacional de prevencao e
controle das IRAS, realizada por meio dos formakrieletrénicos, conforme
orientagdes descritas no Manual dos Indicadore®oNais de Infecgbes Relacionadas

a Assisténcia a Saude.

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

A participacdo do laboratoério é fundamental padet@ccédo oportuna de surtos infec-
ciosos, de modo que oriente a adocao de medidaedencao e controle da dissemi-

nacao.

Uma vez detectado um microrganismo multirresistantemunicacao devera ser rea-
lizada imediatamente aos responséveis pela tomadkeasdo no ambito do servigco
de saude, em geral ao profissional assistente enés€do de Controle de Infec¢éo
Hospitalar (CCIH) que devera adotar as medidageleepcao e controle e as Coorde-
nacdes de Controle de Infeccdo Hospitalar do Eqi@&€&IH), Municipio (CMCIH),
Distrito Federal e & Anvisa.



Para a notificacdo desse agravo deve-se utilifaramenta eletrénica, disponivel no
portal eletronico da Anvisa pelo enderego:

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

O acesso as informagfes da notificacao esta pdmsitimente as CECIH, que efetiva-
ram o Cadastramento Nacional junto a Anvisa. As IEE@mbém sdo responsaveis

pela guarda e confidencialidade dos dados comuvscad

A(s) cepa(s) envolvida(s) no caso ou agregado slescau surto, em que haja suspei-
tade producdo de carbapenemase, devera(ao) sadafsyiao Laboratorio Central de

Saude Publica do estado para confirmacéo e amadikeular.

Os gestores do servico de saude e do laboratésgupm papéis determinantes sobre
as medidas técnicas e administrativas de prevencéotrole das infecgbes no ambi-

ente hospitalar, devendo direcionar os esforcodafuente aos demais trabalhadores
de saude, para garantir a identificacéo precocerrata precaucao padréo e a limpeza

do ambiente.

A. Medidas especificas de prevencéo e controle

Para a prevencao e o controle da disseminacaofaoda do agente infeccioso é re-
comendado:
. Enfatizar a importancia da higienizagcdo das maos fpalos os
profissionais de saude, visitantes e acompanhéBeggiranca do paciente em
servicos de saude: Higienizacédo das Mautp://bit.ly/10w5XDB;

" Disponibilizar continuamente insumos para a corhéggeniza-
¢céo das maos, conforme a RD@#/2010;

. Disponibilizar continuamente Equipamento de Praiecalivi-
dual (luvas e aventais) para 0 manejo do paciersigas secrecoes, além da
correta paramentacao para lidar com o ambienteoam to paciente, coloni-
zado ou infectado (ANVISA, 2010);



" A dedicacao ao cuidado com o paciente (colonizadmfecta-
do) portador de agente produtor de carbapenemase gleferencialmente, ser
por um corpo profissional exclusivo;

" Disponibilizar equipamentos e utensilios para o iasividual
do paciente (estetoscopio, esfignomanémetro, teetromtalheres, copos e
outros);

. Reforcar a aplicacdo de precaucbes de contato,dégdoaas
precaucdes-padrdo para profissionais de saudéantess e acompanhantes,
guando do isolamento de microrganismos de impddadmdemiologica defi-
nida, ou, de forma empirica, para pacientes saiw rite colonizacdo pelos
mesmos, até obtencado de resultados de testesild@ci@ microbioldgica;

" Estabelecer uma area de isolamento do pacientearte@xclu-
siva para paciente colonizados/infectados pelo masierorganismo multir-
resistente, bem como a identificar a condi¢ao deansento, inclusive no pron-
tuario e portas de acesso;

" Avaliar a necessidade de implementar medidas deecem re-
lacéo a profissionais de saude e pacientes;

" Avaliar a necessidade de implantar coleta de @sdtde vigilan-
cia, de acordo com o perfil epidemiolégico da ngtéo;

" Considerar, de acordo com o momento epidemiolédgcomsti-
tuicdo e de sua capacidade, a adocado de politidasd®lonizacdo para pacien-
tes portadores de enterobactérias produtoras tepEmemases. Esta medida
auxiliar inclui a administracao topica e oral demtgs ndo absorviveis com po-
tencial acéan vitro contra isolados de enterobactérias resistenteshape-
némicos;

" Enfatizar as medidas gerais de prevencao de IRASamuseio
de dispositivos invasivoddanual de Orientacdes para Prevencéo de Infecgéo
Primaria de Corrente Sanguinehttp://bit.ly/16wOFtF e do Trato Respirato-
rio: http://bit.ly/x509f7;

" Enfatizar as medidas gerais de higiene do amb{@sguranca

do paciente em servicos de saude: Limpeza e Desé&dede Superficies
http://bit.ly/XdVE7V);

" Aplicar, durante o transporte intra-institucional iater-

institucional, as medidas de precaucdes de corgatcadicdo as precaucdes-
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padréo, para os profissionais que entram em codigto com o paciente, in-
cluindo o reforco nas medidas de higiene do améjent

. Comunicar, no caso de transferéncia intra-insthal e inter-
institucional, se o paciente é infectado ou coladdzpor microrganismos mul-
tirresistentes;

. N&o se recomenda a interrupcao da assisténcia mmosede
saude como medida a ser adotada de forma sistenméticontrole de micror-
ganismos multirresistentes. As medidas sanitauascgnduzam a interrupgao
da assisténcia em servicos de saude devem seadaglcriteriosamente, em
conjunto com as autoridades locais e entre osstleigestdo do sistema de
saude;

" Manter o sistema de vigilancia epidemiolégica dafedcdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) que f@ommonitoramento de
patégenos multirresistentes, em parceria com oddfxdo de microbiologia;

= Fortalecer a politica institucional de uso raciot@lantimicro-
bianos. Para este fim, deve-se lancar mao de akypraticas recomendadas na
literatura, tais como:

- Quando possivel, implementar restricdo prefeedrag uso de

certas classes de antimicrobianos potencialmergeciaslas a maior

risco selecéo de resisténcia, como as fluroquiraalpas cefalosporinas
de terceira geracao e os carbapenémicos. Essaanmitié ser adotada,
por exemplo, por meio da necessidade de preenctondenformulério
especial para uso desses agentes;

- Estreitamento de espectro do tratamento antimian® quando

da posse dos resultados de antibiogramas;

- Observacdo do conceito de “prazo minimo eficaarapdefini-

cdo de tempo de tratamento das sindromes infesgiosa

- Promocao de uso “heterogéneo” de diferenteseadads antimi-

crobianos, evitando prescricbes excessivamente dtooms” dos

mesmos agentes;

- Promocéo de prescricbes de posologias mais e;dmseadas

em conceitos de PK/PD e enfatizando a importanasadibses de ata-

gue de antimicrobianos hidrofilicos (p.ex: b-lacitérs, glicopeptideos,

aminoglicosideos e polimixinas) em pacientes enitiente enfermos.
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B. Orientacao Terapéutica
B1. Terapia Empirica:

A terapéutica para infeccdes por enterobactériadtirmesistentes se baseia na
utilizacdo de Polimixina B ou Polimixina E (Colist) em associa¢cdo com um (1) ou
mais dos antimicrobianos listados abaixo:

- Aminoglicosideos (gentamicina ou amicacina)

- Carbapenémicos (meropenem ou doripenem)

- Tigeciclina

Sempre usar associacdes de dois ou trés antimaaadisendo um deles a Polimixina
B ou a Polimixina E (colistina). Deve-se evitartéizacdo de monoterapias pelo risco

de rapido desenvolvimento de resisténcia.

A escolha do(s) farmaco(s) de associacdo com PafimiB ou E deve se basear,
preferencialmente, no perfil de susceptibilidadeeesdo aos referidos medicamentos
das enterobactérias resistentes aos carbapenéteieastadas no seu hospital ou, na
auséncia de dados locais, na sua regidao. Deversedeoar igualmente o local de
infeccdo e a penetracdo esperada do antimicrobiamscolha da droga a ser utilizada

na combinacao.

B2: ApoOs a determinacédo do perfil de sensibilidade

Apos a liberacao do perfil de sensibilidade devegsuar o uso dos medicamentos.
Sempre que possivel, manter no minimo 2 (dois) déom com sensibilidade
comprovadan vitro. Nao havendo sensibilidade a uma segunda drogegshilidade
apenas a Polimixina B ou E), recomenda-se marteapia combinada de Polimixina
B ou E com Carbapenémicos (Meropenem ou Doripeenijgeciclina, na tentativa

de ocorréncia de sinergismo entre elas.

Sugere-se além da determinacdo das Oplslis uma das Polimixinas (B ou E), que
também sejam determinadas as CIMs de Tigecicli@arbapenémicos (Meropenem),
bem como a consultoria de um infectologista (ou Se&o de Controle de Infeccéo

Hospitalar) para a determinacdo da terapia comhicadh base na interpretagcdo do
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antibiograma / CIM e quadro clinico do paciente.

No caso de resisténcia as Polimixinas (concentsaigieitorias minimas [CIMs] > 2
mg/L), recomenda-se a associacao de dois ou trastdoicrobianos sugeridos para a
combinacéo.

Alguns autores tem preconizado a associacdo danficsha intravenosa com outros
antimicrobianos para o tratamento das infec¢cdesepterobactérias produtoras de
carbapenemases, particularmente quando ha taml&téneia as polimixinas. O seu
uso terapéutico deve ser subsidiado por teste mebdalade com determinagcédo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), por diluic&n agar ou gradiente em agar.
Devem utilizados os critérios do EUCAST, segundo mqsis Sao sensiveis
enterobactérias com CIM igual ou menor que 32 mgésistentes aquelas com CIM
igual ou maior que 64 mg/l. O método da disco-dituso podera ser utilizado para
interpretacdo dos testes de sensibilidade nos cisasfeccdo do trato urinario por
Escherichia coli

Esse antimicrobiano na sua forma intravenosa amdatem registro na ANVISA.
Caso seja avaliada a sua necessidade pelos sedécealde, sua importacdo deve
seqguir o] preconizado pela Lei 9782/99
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/L9782.htme RDC ANVISA 28/2008
http://www.brasilsus.com.br/legislacoes/rdc/13682R8ml.

C. Critérios interpretativos para avaliacdo da senbilidade de enterobactérias

Em todos os testes de sensibilidade aos antimamobi (TSA) de enterobactérias
devem ser utilizadas as normasQlmical and Laboratory Standards Institut® ano
vigente, com as modificacdes detalhadas na Tabeldsando deixar claro para o
médico assistente os critérios utilizados parapmgacio dos testes de sensibilidade,
sempre que forem utilizados os critérios interginda preconizados neste documento,
incluir a seguinte nota no laudo: “Para a integr@d dos testes de sensibilidade

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

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

Concentracédo Inibitéria Minima Disco-Difusao
Antimicrobiano Sensivel| Intermediario| Resistente Poténcia| Sensivel| Intermediario| Resistente|
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) do (mm) (mm) (mm)
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Disco

(n9)
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 10t >22° 19-21° <18
Ertapenem <055 1 >2 10 >25 22-24 <21
Colistina ou <2 - >4 B - - B
Polimixina B
Tigeciclina <1 2 >4 15 >1& 15-1F <14

A. Aconcentracdo do disco difere daquele usualmenterrializada pela maioria dos fabricantes.

B. O método de Kirby-Bauer (disco-difusdo) ndo é adégupara a avaliagdo da susceptibilidade as
polimixinas.

C. Os critérios interpretativos para tigeciclina, gqi@antestada pelo método de Kirby-Bauer, estao
disponiveis apenas paEa coli. Para outras espécies bacterianas, deve ser detidara concentracdo

inibitéria minima. A tigeciclina tem atividade regida contra enterobactérias dos généviasganellg
Providenciae Proteus.

C1. Determinacédo das concentracdes inibitorias mimas (CIMs):

Considerando as dificuldades no tratamento dasddés por enterobactérias nao
sensiveis aos carbapenémicos, a determinagdo desntacdes inibitorias minimas
(CIM) para imipenem, meropenem, tigeciclina, pokima B ou colistina por método

nao automatizado € mandatoria para guiar o trat@imArcontinuidade do tratamento
iniciado empiricamente com polimixinas deve sersglibdo por determinacdo da
CIM, pois em algumas instituicdes no Brasil a tdearesisténcia as polimixinas, em

enterobactérias produtoras de KPC, é superior a 9%.

Para tigeciclina os critérios interpretativos esd&poniveis apenas paEscherichia
coli; portanto seu uso também deve ser guiado porndie@gdo da CIM por método

nao automatizado.

C2. Triagem de enterobactérias produtoras de carbamemases

Ao realizar TSA de enterobactérias isoladas deepées hospitalizados, o laboratério
devera testar simultaneamente ertapenem, imipemagr@enem. Caso seja utilizado
sistema de automacdo com painel sem ertapenemamsteicrobiano devera ser
testado por disco-difusao para auxiliar na libevad@s resultados.

Caso o isolado seja sensivel aos trés carbaper@nfeapenem, imipenem,
meropenem), o resultado podera ser liberado comoqtento a esse grupo de
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antimicrobianos, sem testes adicionais, ou seja Ba necessario pesquisar
carbapenemases.

Para triagem de produtores de carbapenemase emdasoldo Grupo CESP
(Citrobacter freundii, Enterobactespp, Serratiaspp, Providenciaspp, Morganella
morganii e Hafnia alvgideverdo ser considerados apenas os resultadiospggem e
meropenem, enquanto para isolados NAO pertencant&rupo CESP o ertapenem
também devera ser utilizado.

Isolados com diametro de halo de inibigd@2 mm ou com CIM> 2 pg/mL para
imipenem e/ou meropenem, e isolados com diamettmatinde inibicde< 24 mm, ou
CIM > 1 ug/mLpara ertapenem deverdo ser testados, de maqadensentar, com
discos de meropenem e imipenem com e sem adicB® @A, cloxacilina (CLOXA)

e acido fenilborénico (AFB).

C3. Utilizacdo do teste de Hodge modificado, poteiaclores e inibidores para
deteccao de carbapenemases

O teste de Hodge modificado, amplamente utilizagolaboratorios de diagnéstico
microbiolégico em todo o Brasil, apresenta baixssgslidade para detecgcdo de NDM
(<50%); portanto, até que mais evidéncias cientiffegam acumuladas este teste ndo
deve ser utilizado para deteccdo de carbapenenessgmrticular NDM® 2°

A deteccao fenotipica de carbapenemases deve seadzano uso de bloqueadores
enzimaticos. As metalo-betalactamases, a exempjeets do tipo NDM, apresentam
dois ions de zinco em seu sitio catalitico; pootansua deteccdo baseia-se no uso de
substancias que atuem como quelantes desses ianas \Substancias tem essa
propriedade; entretanto uma das mais utilizadas@&dw etilenodiamino tetra-acético
(EDTA)>.

As KPCs sdao inibidas pelo acido fenilboronico (AFBjas ndo ocorre potenciacéo
quando é adicionada a cloxacilina. As AmpCs plagisdsao inibidas pelo acido

fenilborénico, mas ocorre potenciacdo quando éatida a cloxacilina (CLOXAY’
31

C4. Preparo dos discos com AFB, CLOXA ou EDTA:
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E essencial que os discos com e sem adicdo dedsslisgjam do mesmo lote e
fabricante.O modo mais pratico de preparar os discaleposita-los sobre a face
interna de uma tampa de placa de Petri estérdegyair dispensar 10 uL de solucdo de
EDTA, AFB ou CLOXA (Ver item 5.5). Deixar evaporarexcesso de umidade por
cerca de 20 minutos. Carbapenémicos degradam @resenca de umidade; portanto
a estocagem dos discos ja& adicionados das solugdeslesaconselhavel.

Recomendamos a preparagdo dos discos no mesma digod Ver item 5.6 para

controle de qualidade.
C5. Testes com inibidores e potenciador para deteg de carbapenemases

Preparar suspensao bacteriana com turbidez equiead® padrdo 0.5 da escala de
McFarland em salina 0,9% estéril. Umedecer o sveabuspensao, eliminar o excesso
e espalhar homogeneamente a suspensdo bacteribrea asosuperficie do agar
Mueller-Hinton em placa 15 x 150 mm.ApGs evaporadaoexcesso de umidade
aplicar os discos conforme Figura 1. Incubar poral®4 horas a 36 1 °C em ar
ambiente.Os testes fenotipicos consistem em unagetri. Apenas o0s testes
moleculares, como PCR com iniciadores especificossequenciamento sao

confirmatorios.

O

Sem aditivo

O

Cloxacilina 10 pl de
solugdo 75 mg/mL

Acido fenilbordnico 10 pl
de solugdo 40 mg/mL

O

EDTA
10 pl de solugdo 0,1M

Figura 1- Esquema para aplicagcéo de discos deiardinianos para deteccdo de carbapenemases.

ERT — ertapenem; MEM — meropenem; IMP — imipenem.
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C6. Interpretacdo dos Testes com inibidores e poteiador para deteccdo de
carbapenemases

A interpretacdo depende da espécie bacteri@naotivo da estratificacéo dos critérios
interpretativos para deteccdo de carbapenemasegidodh ocorréncia de falsa positividade
quando do uso do AFB para deteccdo de KPC no qr&sP.

Isolados NAO pertencentes ao grupo CESP:
Isolados com diferenca de diametro5 mm (Figura 2) para o carbapenémico
(imipenem ou meropenem) com EDTA em relacdo aoapamémico sem EDTA
deverdo ser considerados potenciais produtoresetdi@arbetalactamase (IMP, VIM,
NDM). Este achado preliminar devera ser prontamegportado ao SCIH e ao
médico assistente.
Isolados com diferenca de diametro de halo degads 5 mm apenas com AFB, para
gualguer um dos substratos (imipenem ou meropendevgrao ser considerados
produtores de KPC. A definicAo de necessidade d& guara o laboratério de
referéncia ficara a critério das vigilancias estaslu
Isolados com diferenga de diametro de halo degady 5 mm com AFB e CLOXA,
para qualguer um dos substratos, deverdo ser evadabk produtores de AmpC
plasmidial e deficientes em porinas.
Isolados com diferenca de diametro de halo degadk5 mm com AFB, CLOXA e
EDTA podem ser mutantes deficientes em porinasadupores de OXA-48.
Os resultados dos testes de sensibilidade aospesr®aicos devem ser liberados de
acordo com os critérios interpretativos descritasTabela 1, sem alteracdo das
categorias, mas sempre acompanhados de uma dawvaghes 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 esdasofio Grupo CESP deverao
ser considerados apenas 0s resultados para imipeneneropenem (Figura 2).
Isolados com diferenca 5 mm entre o diametro do halo de inibicdo comalide

carbapenémico (imipenem ou meropenem) adicionadtDd& e diametro do halo de
inibicdo do disco de carbapenémico sem EDTA deveed considerados potenciais

produtores de metalo-betalactamase (IMP, VIM, NDMEste achado preliminar
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devera ser prontamente reportado ao SCIH e ao médgistente, e o isolado devera
ser encaminhado ao laboratorio de referéncia msirpo para confirmagdo por
método molecular.

Isolados intermediarios ou resistentes para imiperéou meropenem e negativos
para o teste de triagem podem ser produtores dasordarbapenemase (KPC ou OXA-
48) ou mutantes deficientes em porhaEm funcdo da ocorréncia de resultados
falsamente positivos utilizando-se o acido fenifimico (AFB) para triagem de
produtores de KPC no grupo CESP, recomenda-se qieteacdo dos genes que

codificam essas seja feita apenas por técnicambtgia molecular.

NAO. Liberar SIM. NAO. NAO. Liberar
resultado sem IMI ou MEM ERTA, IMI ou resultado sem
testes adicionais IouR? MEM I ou R? testes adicionais

SIM. SIM.
Testar IMI e MEM Testar IMI e MEM

com e sem EDTA com e sem EDTA,
CLOXA, AFB

NAO.
Negativo para MBL.
Testar demais
carbapenemases por PCR

SIM. Provavel MBL
(NDM, IMP, VIM).
Confirmar por PCR.
Liberar com OBS1

Diferenca
>5mm apenas
com EDTA?

Diferenca
>5mm?

SIM. Provavel MBL
(NDM, IMP, VIM).
Confirmar por PCR.
Liberar com OBS1

SIM. KPC.
Liberar com
0BS2

Diferenca
>5mm apenas
com AFB?

SIM. AmpC plasmidial
+ perda de porina.
Liberar com OBS3

Diferenca
>5mm com
AFB e CLOXA?

IMI Imipenem ~
MEM Meropenem NAO. Outras
CLOXA Cloxacilina o )'::l_’:;)e';‘:i?r é:-dix-
AFB | Acido Fenilborénico porina. Liberar com OBS4

Figura 2- Fluxograma para detec¢do de carbapensmadaboratério clinico.
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Obsl: Em funcao da positividade do teste fenotipema (MBL) metalo-betalactamase

(blogueio enzimético com EDTA) sera realizada P@Ripaypm-

Obs2- A deteccdo de KPC foi realizada por bloqueizimatico com &cido
fenilborénico, método com especificidade superic®%o. A confirmacdo por PCR

podera ser realizada mediante solicitacdo espadfienvio a laboratorio de referéncia.

Obs3: A deteccdo de AmpCplasmidial foi realizada bloqueio enzimatico acido
fenilborénico e potenciacdo com cloxacilina. A egado de AmpCplasmidial, quando

associada a perda de porinas pode causar resist@sccarbapenémicos.

Obs4- Nas enterobactérias ndo pertencentes ao @HB®, a negatividade dos testes
fenotipicos para KPC, metalo-betalactamases e AmpQdnas resisténcia a
carbapenémicos podem indicar a presenca da cadrapsa 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 hbmizacdo por enterobactérias

produtoras de carbapenemases sdo: material coleaatswab retal ou fezes.

Para coleta com swab retal utilizar swab com meitr@ahsporte de Amies, Cary-Blair
ou Stuart. Umedecer a ponta em agua destiladal eBtérostar o swab no esfincter
anal e aguardar alguns segundos para o relaxantetntmluzir o swab cerca de 4 cm,
gira-lo sobre seu préprio eixo por duas vezes, vento e introduzi-lo no meio de

transporte.

5.2 Transporte da amostra ao laboratorio

Amostras de fezes ou retal devem ser coletadasweth som meio de transporte
(Stuart, Amies ou Cary-Blair) e enviadas ao laliyiato mais rapido possivel, apesar
de enterobactérias apresentarem estabilidade maerdah em temperatura ambiente

e 72 horas sob refrigeracdo (2 a8°C) nesses meitranmsporte?.

5.3 Semeadura

16



No laboratorio de bacteriologia as amostras deveedianoculadas em meio liquido
(caldo BHI ou caldo TSB) contendo 0,25 pg/ml deagghem e 100 pg/ml de
ampicilina (a adicdo de ampicilina visa minimizarcescimento ddenterococcus
spp.). Alternativamente adicionar um disco de emam (10 pg) a 10 ml de caldo
imediatamente antes do uso. A seguir as culturasndeser incubadas por 12 a 18
horas a 36 +1 °C antes do repique para meio s8lit@ultivar em agar MacConkey
por esgotamento e a seguir aplicar sobre a sugedtcmeio ja semeado discos de
ertapenem no inicio e no final das estrias Altévaatente subcultivar a cultura
bacteriana em agar cromogénico comercialmente wigplopara a deteccdo de ESBL
(betalactamase de espectro ampliado), pois apeeseator sensibilidade para
deteccéo de carbapenemases, exceto OXA-#ubar por 18 a 24 horas a 36 +1 °C

em ar ambiente.
5.4 Leitura das placas:

Identificar por testes fenotipicos e realizar tedt¢esensibilidade das colénias com
morfologias distintas, que estejam dentro de uno bam diametro igual ou menor
que 27 mm ao redor do disco de ertapefieBaso seja utilizado o meio cromogénico
realizar testes fenotipicos e teste de sensib#éiddas colénias com morfologias
distintas. Testar e interpretar conforme iten5 e

5.5. Preparo de solucdes:

A. Solugéo de acido fenilbordnico 40 mg/ml* (AFB)

+ Acido fenilborénico -------------------------- 240ng
« DMSO 3ml
« Agua grau reagente estéril nd

« Estabilidade e conservacao: 3 meses a -20°C;

*Esta recomendacdo tem o dobro da concentracamalrigente descrita, de
modo a padronizar o volume de 10 pl para todas lac@es a serem
adicionadas aos discos

A esterilizacao por filtragcao (0,22 pm) é opciomal filtracdo
B. Solucdo de EDTA 0,1 M®
« EDTA 1,869
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« Agua grau reagente ------------ 40 mL

e Agitar até completa dissolucdo do EDTA, elevanduHopara 7,5 + 0,1 com
NaOH 5M

¢ A solucdo de NaOH 5M pode ser preparada dissolvead?20 g de
hidroxido de sd6dio em agua grau reagente, até etarpd volume
total, em temperatura ambiente, de 100 ml.

e Ajustar o volume da solucédo de EDTA para 50 ml

» Distribuir em aliquotas de 1 a 2 mi
e Esterilizar em autoclave por 10 min a 121 °C

« Estabilidade e conservacao: temperatura ambiebta 26°C) por 1 ano. Nao
refrigerar ou congelar, pois pode haver preciptataisolucéo.

C. Solucéo de Cloxacilina (CLOXA)
» Cloxacilina sal sédico monohidratado ----------——-- 750 mg

»  Agua grau reagente -------------=---mmmmmmmmmmeeemeee 10 mi

e Esterilizar por filtracdo 0,22 um

» Estabilidade e conservacéo: 3 meses a -20°C;

5.6. Controle de qualidade dos discos com inibidaseou potenciador

Para controle de qualidade dos discos, testar s#mante as cepas listadas na Tabela
2, que serdo depositadas no INCQS. Téo logo os mdnee depdsito estejam

disponiveis, a tabela sera atualizada.

Tabela 2 — Diferenca entre diametros de halos deicdo para imipenem e
meropenem néo suplementados e suplementados cof, ERDDXA ou AFB (mm)

AFB EDTA CLOXA
E. coliATCC 25922 0Oal Oal Oal
K2.3 pneumoniaeBR- Oal >4 Oal
1
K. pneumoniae >5 Oal Oal
KPC-2
E. coliCMY-2% >5 Oal >5
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