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RESUMO

Klebsiella pneumoniae € um importante patdgeno oportunista presente em infecgdes
comunitarias e nosocomiais. Nos UGltimos anos, a resisténcia a carbapenémicos em
Enterobacteriaceae tem aumentado de forma alarmante no mundo todo. K. pneumoniae
resistente a carbapenémicos ja é um achado endémico no Brasil, de forma que as polimixinas,
antes abandonadas devido a sua nefro e neurotoxicidade, ressurgiram como opg¢Oes de
tratamento frente a estes isolados multirresistentes. Apesar da técnica de microdiluicdo em
caldo ser considerada o método de referéncia para deteccdo da susceptibilidade as
polimixinas, ela acaba sendo impraticavel na rotina da maioria dos laboratorios de
microbiologia, de forma que métodos mais reprodutiveis e mais comumente utilizados na
rotina laboratorial, como o Etest®, necessitam ter sua confiabilidade comprovada de forma a
gerar resultados seguros, uma vez que auxiliam no monitoramento epidemioldgico e nas
decisbes terapéuticas do tratamento destas infec¢bes multirresistentes. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a correlacdo das concentracdes inibitorias minimas (CIM) entre os
métodos de microdiluicdo em caldo e Etest® em isolados de K. pneumoniae produtoras de
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KP-KPC). 85 amostras de K. pneumoniae foram
isoladas de diferentes sitios de infeccdo durante um estudo epidemioldgico no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, no periodo de abril até junho de 2017. A presenca de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) nestas amostras foi confirmada através de PCR em tempo
real. O método da microdiluicdo em caldo foi realizado conforme as orientaces do CLSI e
EUSCAST, enquanto o método do Etest® foi executado conforme as orientacBes do
fabricante. Utilizou-se, para a categorizagdo das amostras, o ponto de corte de resisténcia de
>2ug/mL recomendado pelo BrCAST para polimixina B em enterobactérias. Foi observado,
por comparacdo do Etest® com o método de referéncia, 1,7% de resultados falso-resistentes
(major error), 3,5% de resultados falso-suscetiveis (very major error), 60% de concordancia
essencial entre as CIM e 95,3% de concordancia de classificacdo entre os métodos. Os
resultados obtidos neste trabalho demostraram que o Etest® ndo é um método confiavel para
a determinacdo exata da susceptibilidade a polimixina B em KP-KPC, tanto devido a baixa
concordancia essencial entre as CIM quanto pelo indice de resultados falso-susceptiveis
relatados. Considerando os resultados apresentados até o momento, aconselha-se utilizar o
Etest® apenas como método de screening para classificacdo dos isolados em resistentes ou
sensiveis, confirmando as CIM obtidas por meio da microdiluicdo em caldo.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae, KPC, polimixina B, microdiluicdo em caldo,
Etest, testes de susceptibilidade antimicrobiana.
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1. INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae é um importante patdgeno oportunista e estd entre as espéecies
da familia Enterobacteriaceae mais comumente isolada em infeccbes hospitalares. As
infecgBes por este micro-organismo vém se tornado de dificil tratamento atualmente, ja que a
maioria dos isolados clinicos exibem resisténcia a varias classes de antibiéticos.**

Os pB-lactdmicos séo considerados a classe de antimicrobianos com maior sucesso
terapéutico para tratamento de infeccOes bacterianas causadas por diferentes espécies e
representam a classe de agentes antibacterianos mais frequentemente prescritos, porém, na
década de 80, surgiram os primeiros relatos de bactérias produtoras de PB-lactamases de
espectro estendido (ESBLS), sendo resistentes a maioria dos antibidticos B-lactdmicos, com
excecdo dos carbapenémicos, que se demonstraram estaveis frente & acdo destas enzimas.>>®
Entretanto, o uso intensivo dos carbapenémicos levou a uma pressdo seletiva e consequente
surgimento de enterobactérias resistentes a estes antimicrobianos, principalmente devido a
producdo de carbapenemases.”*°

Nos ultimos anos, a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), uma enzima serino
B-lactamase mediada por plasmideos capaz de hidrolisar carbapenémicos e outros B-
lactdmicos, tem se demonstrado um achado crescente mundialmente. Embora esta enzima seja
mais frequentemente relatada em isolados de K. pneumoniae, ela ja foi identificada em
diversas espécies clinicamente relevantes de enterobactérias, sendo a carbapenemase mais
frequentemente observada em Enterobacteriaceae.”***? Os plasmideos que carregam a KPC
geralmente também sdo portadores de genes de resisténcia para outras classes de antibidticos,
como fluoroquinolonas e aminoglicosideos.**

Atualmente, a KPC esta entre as trés p-lactamases de maior importancia clinica e
epidemiolégica mundiais, juntamente com NDM e OXA-48.° No Brasil, o primeiro caso de
KPC ocorreu em 2006, dez anos apds o primeiro relato mundial desta enzima, em 1996.
Atualmente, enterobactérias produtoras de KPC ja sdo um achado endémico no pais, sendo a
K. pneumoniae a espécie mais frequente relatada dentre as produtoras desta enzima. Outros
paises que apresentam uma elevada prevaléncia de K. pneumoniae produtoras de KPC (KP-
KPC) incluem Estados Unidos, Colémbia, Italia, Grécia e China.”**2

Considerando a rapida e ampla disseminacéo de isolados produtores de KPC e a falta
de recursos terapéuticos para tratamento de infec¢des causadas por estes micro-organismos, as
polimixinas, que tiveram o seu uso abandonado na década de 70 principalmente devido a sua

nefrotoxicidade, ressurgiram como opcdes terapéuticas no tratamento destes isolados



multiresistentes.’® Em 2009, o programa de vigilancia epidemiolégica SENTRY realizou uma
pesquisa global que reportou baixos indices de resisténcia as polimixinas em patdgenos
Gram-negativos. Todavia, um crescente aumento a resisténcia para K. pneumoniae a estes
antibidticos ja vem sendo observado, provavelmente devido ao uso extensivo de polimixinas
no tratamento de isolados multirresistentes. Apesar de estarem disponiveis para uso ha
décadas, ainda ndo h& consenso sobre os pontos de corte de susceptibilidade destes agentes e
nem sobre 0 método ideal para testagem da susceptibilidade.™®* A microdiluicdo em caldo é
considerada o método de referéncia para determinacdo da concentracdo inibitoria minima
(CIM) e do perfil de susceptibilidade as polimixinas, porém é laboriosa e requer pessoal
especializado, de forma que esta técnica pode ndo ser adequada para 0 emprego na rotina da
maioria dos laboratérios de microbiologia.* Embora ndo seja considerado um método de
referéncia, o Etest® é largamente usado nos laboratérios clinicos, por ser de facil
execugdo. >

Dessa forma, considerando a situacdo epidemioldgica atual, ha uma necessidade
eminente de comprovar a confiabilidade dos diferentes testes de susceptibilidade as
polimixinas disponiveis, ndo apenas para guiar o tratamento clinico, mas também para
monitorar 0s niveis de resisténcia a esse antimicrobiano e implementar medidas de controle de
infeccdo.'®"” Neste trabalho, comparou-se a performance do Etest® com a microdiluicdo em
caldo para a avaliacdo do perfil de susceptibilidade a polimixina B em isolados de KP-KPC.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Klebsiella pneumoniae e carbapenemases

Klebsiella pneumoniae sdo bacilos Gram-negativos presentes normalmente na
microbiota humana e ubiquos na natureza, sendo encontrados no solo, vegetacdo e 4gua. S&o
integrantes da familia Enterobacteriaceae e se caracterizam por serem fermentadores de
glicose, anaerdbios facultativos, imoveis, catalase positivos e oxidase negativos, possuindo
exigéncias nutricionais simples que permitem o crescimento rapido em uma variedade de
meios de cultura.*#

Em infeccbes comunitarias sdo agentes infecciosos importantes, mas pouco
frequentes, sendo responsaveis por infeccdes do trato urinario, respiratério e abcessos.
Entretanto, sdo pat6genos oportunistas e consequentes agentes comuns de infeccOes
nosocomiais, principalmente em pacientes usuarios de aparelhos respiratorios e cateteres
urinarios. De fato, as espécies de Klebsiella (K. pneumoniae e K. oxytoca) foram os terceiros
patdégenos mais comumente relatados ao National Healthcare Safety Network vinculado ao
Centers for Disease Control and Prevenction (CDC) no periodo de 2011 a 2014, dentre todos
0s casos de infecgbes da corrente sanguinea, pneumonia associada a aparelhos respiratorios,
infeccbes do trato urinario associadas a catéter e infeccdes de sitio cirirgico. O CDC, ainda,
indicou as enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, dentre as quais a espécie mais
frequente é K. pneumoniae, como uma das trés maiores ameacas de resisténcia bacteriana no
ano de 2013.+28

Em meados dos anos 80, emergiram os primeiros relatos de B-lactamases de espectro
extendido (ESBLs), enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar praticamente todos 0s
antibioticos B-lactdmicos, com excecdo dos carbapenémicos, levando a ineficécia terapéutica
destes agentes. Nesse contexto, os carbapenémicos foram instituidos como tratamento de
escolha para estes isolados multirresistentes.>®® Todavia, 0 uso extensivo de carbapenémicos
nas ultimas décadas levou ao surgimento de resisténcia a estes antimicrobianos,
principalmente por carbapenemases.°

Dentre as carbapenemases, a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) destaca-se
como uma das mais clinicamente importantes presentes em enterobactérias, tanto pela elevada

taxa de hidrélise aos carbapenémicos quanto pela preocupante disseminacio global. E uma



enzima mediada por plasmideo, primeiramente descoberta nos Estados Unidos, em 1996.
Embora sua denominacdo esteja associada a K. pneumoniae, micro-organismo no qual foi
detectado pela primeira vez, esta enzima ja foi relatada em diversas espécies pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Por serem capazes de hidrolisar todas as cefalosporinas,
monobactamicos, penicilinas e carbapenémicos, restam poucas opgOes terapéuticas de
antimicrobianos que apresentem eficécia frente a isolados portadores desta enzima. A maioria
ainda é sensivel as polimixinas, tigeciclina e alguns aminoglicosideos, mas ja existem relatos
de resisténcia mesmo a estas Gltimas opcdes terapéuticas.>'*® No Brasil, o primeiro relato de
deteccdo de KPC ocorreu em 2006. Até o0 momento, dentre as 21 variantes ja descritas desta
enzima, a KPC-2 é a Unica descrita no pais, sendo relatada em mdltiplas espécies de
enterobactérias e disseminada por todo o territério nacional.”*®

A disseminacdo de isolados produtores de KPC é preocupante, visto que uma maior
mortalidade é relatada em infecches causadas por enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, quando comparada a infecgdes causadas por isolados sensiveis a estes
antibidticos. Segundo dados de vigilancia epidemioldgica do SENTRY, K. pneumoniae
resistentes a carbapenémicos ja se mostraram um achado endémico no Brasil, de forma que a
polimixina B atualmente é amplamente utilizada no combate a infec¢des causadas por esse
patdégeno. Um estudo de Bartolleti et. al demonstrou que, em Sao Paulo, houve um aumento
significativo da resisténcia aos carbapenémicos em K. pneumoniae no periodo de 2011 a
2015, saltando de 6,8% para 35,5%."3° Infeccdes hospitalares relacionadas a estes
microrganismos resistentes também estdo associadas a uma maior morbidade, tempo de

hospitalizago e custo, configurando um alarmante problema de satide ptblica mundial.>%*8

2.2. Polimixinas

As polimixinas sdo um grupo de antimicrobianos polipeptidicos catidnicos
originalmente isolados de Paenibacillus polymyxa, em 1947. O grupo é composto de cinco
compostos distintos (denominados polimixina A, B, C, D e E), mas apenas a polimixina B e a
colistina (polimixina E) sdo utilizados na pratica clinica e estdo comercialmente disponiveis,
em virtude da grande toxicidade das demais.’*?*%* Possuem réapida atividade bactericida e
espectro de agdo contra diversas espécies de bactérias Gram-negativas, ndo sendo efetivas
contra germes anaerdbios, gram-positivos e fungos. Alguns micro-organismos como

Moraxella catarrhalis, Helicobacter pylori, Proteus spp., Burkholderia capacia, Neiseria
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spp., Vibrio spp. e Brucella spp. sdo intrinsicamente resistentes a esta classe de
antibi6ticos.'*?0%2%

Estruturalmente, as polimixinas possuem como estrutura basica um anel polipeptidico
contendo uma cadeira lateral tripeptidea ligada a um &cido graxo pela por¢do N-terminal. A
diferenga estrutural entre a polimixina B e a colistina é de apenas um aminoacido no anel
polipeptidico: uma D-fenilalanina esta presente na polimixina B, enquanto na colistina ha uma
D-leucina na posicdo 6 do anel 2320242 A nolimixina B é composta por cinco grupos amino
primarios e se apresenta positivamente carregada em pH fisiologico. E encontrada na forma
de mistura de pelo menos quatro componentes, polimixina B1 a polimixina B4, diferindo
estas apenas pelo acido graxo ligado a molécula, sendo as polimixinas B1 e B2 de
composicdo majoritaria.>*° A polimixina B é administrada como um farmaco ativo, na forma
de sulfato de polimixina, enquanto a colistina € administrada na forma do pré-farmaco
colimestimato de sddio, sendo convertido no composto ativo in vivo através de
hidrélise.'20%%7

O carater anfipatico das polimixinas permite que estas atinjam boas concentracfes
séricas e também que interajam com a membrana externa de LPS dos organismos Gram-
negativos. Sao submetidas a extensa reabsorcao tubular, com baixas concentracdes detectadas
na urina e possuem vias de eliminac&o ndo-renal como predominante.®*%13232>

As polimixinas possuem atividade bactericida concentragdo-dependente, assim como
toxicidade.®®> O uso desta classe de antibidticos é limitado principalmente  pela
nefrotoxicidade, acarretando insuficiéncia renal aguda, que pode emergir como efeito adverso
em mais da metade dos usuérios.”*?® Dois estudos recentes, que utilizaram uma grande
amostragem de pacientes, demonstraram que os indices de toxicidade renal sdo menores na
polimixina B do que na colisina.® Supde-se que 0 mecanismo de lesdo renal ocorra de forma
semelhante ao mecanismo de acdo da droga com a membrana externa bacteriana. Ocorreria
um aumento da permeabilidade da membrana das células tubulares renais, levando ao edema
e lise celular.®# A neurotoxicidade é outro efeito adverso importante, que se da através da
ativacdo de apoptose mdaltipla e vias inflamatdrias neuronais, e em alguns casos pode levar ao
bloqueio muscular com insuficiéncia respiratdria. Assim como na nefrotoxicidade, o quadro é
revertido com a suspensao da droga. Suspeita-se que 0 mecanismo de neurotoxicidade esteja
relacionado com uma inibicdo competitiva da acetilcolina na fenda pre-sinéptica, levando a
deplecdo de calcio intracelular que consequentemente induziria uma despolarizacéo

prolongada.?*?%27
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2.2.1. Mecanismo de ac¢éo das polimixinas

O mecanismo de acdo das polimixinas tem como alvo os lipopolissacarideos (LPS)
presentes na membrana celular externa dos organismos Gram-negativos. Por meio de uma
interacdo eletrostatica entre a parte positivamente carregada da molécula e a porgédo
negativamente carregada de LPS da membrana externa, ocorre o deslocamento competitivo
dos fons Ca™ e Mg*?, responséveis pela estabilidade da estrutura celular da membrana. Dessa
forma, ocorre um rapido aumento de permeabilidade devido a desestabilizacdo do LPS,
levando ao extravasamento do conteudo citoplasmatico e consequente morte celular. O &cido
graxo presente na cadeira lateral também contribui para a acdo bactericida, uma vez que sua
interacdo com o LPS favorece a insercdo da polimixina na membrana externa. O mecanismo
de acdo das polimixinas também propicia uma atividade antiendotoxina, visto que o lipideo
A, um dos componentes do LPS e responsavel pela endotoxicidade em bactérias Gram-
negativas, acaba sendo neutralizado pela ligacdo do farmaco com o LPS quando este é
liberado durante a lise celular. Além dos mecanismos ja citados, as enzimas respiratorias
vitais NADH-quinona oxiredutases Il presentes na membrana interna bacteriana também séo

inibidas pelas polimixinas ®!01347:20-2225.29

2.2.3. Mecanismos de resisténcia as polimixinas

Multiplos mecanismos moleculares envolvendo resisténcia as polimixinas ja foram
caracterizados em diversas espécies bacterianas. Dentre as enterobactérias, mecanismos de
resisténcia adquiridos ja foram identificados em diversos géneros, como Klebsiella,
Escherichia, Salmonella e Enterobacter. A maioria desses mecanismos envolve alteracdes no
lipidio A que dificultam a interacdo deste com as polimixinas, de forma semelhante ao que
ocorre nas espécies que possuem resisténcia intrinseca a esse antibiético, como Proteus
mirabilis e Serratia marcescens. Polimixina B e colistina apresentam resisténcia
cruzada.6'1°’13’17'25

As alteracbes no LPS sdo reguladas por dois sistemas de dois componentes: PhoP-
PhoQ e PmrA-PmrB. Esses sistemas estdo envolvidos com a adicédo de fosfoetanolamina e de
L-4-amino-4-deoxi-L-arabinose (L-Ara4N) as porcOes negativamente carregadas do LPS,
diminuindo assim a sua carga anionica e a sua afinidade de ligacdo as polimixinas. Ambos 0s
sistemas estdo relacionados com a proteina PmrD e sdo ativados em resposta a estimulos de

diminuigéo de pH, diminuicdo da concentracdo de magnésio e aumento das concentragfes de
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ferro e aluminio, permitindo que a célula sobreviva a fagocitose pelos macréfagos. O sistema
PmrAB ¢ ativado via fosforilacdo, e logo em seguida ativa a transcri¢cdo do éperon pmrCAB,
seguido do 6peron pmrHFIJKLM e por fim do gene pmrE. O sistema PhoP-PhoQ, além de
também ativar a transcricdo do 6peron pmrHFIJKLM, pode ativar uma pequena proteina
ligada a ele, a proteina PmrD, que protege PmrA da desfosforilacdo, promovendo a adigdo de
fosfoetanolamina ao LPS. '3

As porinas também possuem um papel determinante na resisténcia as polimixinas. Em
Salmonella enterica, ja foi relatado que uma interacdo entre a proteina periplasmatica Ydel,
regulada pelos sistemas PhoPQ e PmrAB, e a porina OmpD pode aumentar a resisténcia as
polimixinas nessa espécie.*®

Em Klebsiella pneumoniae, ja foi constatado que a presenca de capsula possui um
papel importante na resisténcia as polimixinas. Um polissacarideo capsular atua como uma
barreira protetora, e sua hiperproducdo mascara os sitios de ligacdo as polimixinas, reduzindo
as interacOes destas drogas com a superficie bacteriana e, consequentemente, contribuindo
para a resisténcia a estes antimicrobianos 232

Ainda em K. pneumoniae, a hiperexpressdao do regulador intrinseco ramA esta
associada com a regulagdo da permeabilidade celular. Essa alteracdo é responsavel por
modular bombas de efluxo, diminuir a sintese de porinas, além de levar a modificagdes no
lipidio A de LPS. Estas alteragdes ndo apenas parecem estar relacionadas com uma maior
resisténcia as polimixinas, mas também a tigeciclina, outro antibiotico utilizado como ultimo
recurso no tratamento contra isolados resistentes a carbapenémicos.*>*

Pode-se ainda citar como mecanismo de resisténcia a aquisicdo do gene mediado por
plasmideos mcr-1, responsavel pela transmissdo horizontal de resisténcia as polimixinas,
descrito primeiramente em isolados chineses de enterobactérias e reportado mundialmente na
atualidade. A enzima codificada a partir deste gene adiciona uma fosfoetanolamina ao lipideo
A, tornando o LPS mais catiénico e levando a uma menor interagdo com as polimixinas, de
forma similar ao descrito para os sistemas PhoPQ e PmrAB.>*3%

No Brasil, at¢ o momento, 0 mecanismo de resisténcia as polimixinas mais
frequentemente observado em K. pneumoniae se d& através de mutacGes missence ou da
insercdo de sequéncias que interrompem o gene mgrB.” Entretanto, é muito provavel que a
resisténcia as polimixinas em isolados clinicos seja consequéncia de ndo apenas um, mas de

vérios mecanismos de resisténcia atuando em conjunto.*®



13

2.3. Testes de susceptibilidade

Apesar das polimixinas estarem clinicamente disponiveis para uso ha décadas, apenas
em 2005 o CLSI aprovou o primeiro documento oficial para testes de susceptibilidade para
estes antimicrobianos.™>**

Atualmente, j& foram publicados pelo European Commitee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) pontos de corte para Pseudomonas aeroginosa,
Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae, mas apenas para a colistina. O Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) publicou pontos de corte de polimixina B e colistina
para as espécies Pseudomonas aeroginosa e Acinetobacter spp., ndo possuindo indicacdes de
pontos de corte para Enterobacteriaceae, apesar de ter publicado valores epidemioldgicos de
cutoff de colistina para algumas enterobactérias, como Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae.'*?%32 O Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)
possui um ponto de corte para polimixina B em enterobactérias, estabelecido como de
>2ug/mL para isolados resistentes.*

Existem varios desafios envolvendo a avaliacdo da susceptibilidade as polimixinas,
incluindo sua propriedade catidnica inerente, pouca difusdo do farmaco no agar e a presenca

de heteroresisténcia as polimixinas em diversos micro-organimos.*
2.3.1. Disco-difuséo

Método qualitativo, primeiramente descrito por Kirby Bauer, que fornece resultados
definidos em trés categorias: sensivel, intermediério e resistente.” Semeia-se uniformemente
um inéculo da bactéria desejada, na concentracdo padronizada na escala 0,5 de McFarland,
sobre a superficie de uma placa de agar Mueller-Hinton. Apds a semeadura da placa, aplica-se
sobre o0 &gar um disco de papel comercial que contém uma concentracdo definida do
antimicrobiano a ser avaliado. As placas entdo devem ser incubadas em estufa bacterioldgica,
normalmente a 35°C, onde, durante a incubacdo, ocorre a difusdo da droga, que forma um
gradiente de concentracdo decrescente em torno do disco. Caso a bactéria seja sensivel ao
antibiotico, é observado um halo de inibi¢cdo do crescimento na regido onde a droga estiver
presente em concentragcdo adequada para tal. Apds terminado o tempo de incubag&o, que varia

para diferentes germes, mede-se o diametro da zona de inibicdo e este é comparado com 0s
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pontos de corte estabelecidos, definindo se o isolado se enquadra na categoria de sensivel,
intermedidrio ou resistente ao antibidtico.™%

E um teste barato e de facil execucdo, que ndo necessita de aparelhagem especifica, e
por esses motivos geralmente é utilizado como método primario para realizar screening em
um grande numero de isolados, sendo 0 método mais empregado na rotina dos laboratorios de
microbiologia."**° Entretanto, para as polimixinas, ha evidéncias de que esse ndo é um teste
confiavel para avaliacdo da susceptibilidade, pois essas difundem fraca e vagarosamente no
agar, levando ao surgimento de zonas minimas de inibicdo. Estudos anteriores mostram que
esse metodo pode constatar um alto indice de falsa susceptibilidade, também denominado

very major error, de até 35% comparado com outros métodos de diluicdo.***

2.3.2. Microdiluicdo em caldo

Técnica quantitativa, na qual uma suspensdo bacteriana a uma concentracdo
predefinida, geralmente ajustada a 0,5 de McFarland, é diluida em caldo Mueller-Hinton e
testada contra diferentes concentracdes do antimicrobiano de interesse. Em uma placa de
microtitulacdo de 96 pogos, pipeta-se 50ul da suspensdo bacteriana e 50ul de diferentes
concentra¢fes do antimicrobiano em cada po¢o da placa. Apds preparacdo, as placas sao
submetidas a incubacdo em estufa bacterioldgica por tempo e temperatura adequados,
procedendo-se entdo a leitura visual da CIM. A visualizacdo de pocos limpidos indica a
eficacia do antimicrobiano em inibir o crescimento bacteriano, enquanto que 0S pocos turvos
indicam crescimento bacteriano. A leitura da CIM é a correspondente ao poco de menor
concentracdo de antimicrobiano que apresente auséncia de crescimento bacteriano.™**°

E considerado o método de referéncia para determinacdo da CIM, e até o0 momento é
0 unico recomendado pelo CLSI e EUCAST para testes de susceptibilidade as polimixinas.
Todavia, € um método trabalhoso, e a sua preparagdo, caso ndo se faca uso de um método
automatizado, pode levar a erros significativos. Por esses motivos, acaba sendo um método

ndo adaptavel a rotina da maioria dos laboratérios de microbiologia.*>?

2.3.3. Macrodiluicdo em caldo

Técnica quantitativa, também conhecida como método da dilui¢do em tubos. E muito

semelhante & microdiluicdo em caldo, tanto na leitura dos resultados quanto na preparagdo da
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técnica e nos materiais necessarios para a realizacdo da mesma, com a Unica diferenga que sdo
utilizados tubos de ensaio ao invés de microplacas, e dessa maneira, 0 volume de caldo
utilizado é maior, sendo de aproximadamente 1mL. Cada tubo deve possuir uma concentracao

diferente do antimicrobiano a ser avaliado para possibilitar a leitura da CIM. "%

2.3.4. Diluigdo em agar

Técnica quantitativa, semelhante as diluicbes em caldo, tendo como principal
diferenca o fato de que o antimicrobiano é adicionado ao meio de cultura antes da
solidificacdo deste na placa de Petri. Placas com diferentes concentragdes do antimicrobiano
sdo preparadas e logo em seguida, semeadas com a bactéria de interesse e submetidas a
incubacdo em estufa bacterioldgica por tempo e temperatura determinados. Apds, realiza-se a
inspecédo visual das placas, sendo que a auséncia de crescimento bacteriano indica inibicéo
pelo antimicrobiano.'®

Uma vantagem desse método é a possibilidade de testar varios isolados por placa.
Entretanto, € um método muito laborioso caso ndo seja automatizado, além de que as placas

produzidas para o teste devem ser usadas em até uma semana ap6s o preparo.*®

2.3.5. Etest®

Técnica quantitativa, na qual finas tiras de plastico, impregnadas com um gradiente de
concentragdo de determinado antimicrobiano sdo colocadas sobre uma placa de Mueller-
Hinton, anteriormente semeada com uma suspensdo bacteriana na concentracdo de 0,5 de
McFarland. A semeadura é realizada com o auxilio de um swab de algodao estéril em toda a
placa, por trés vezes em diferentes direcdes, para assegurar um crescimento confluente. Apds
a secagem do indculo, que leva aproximadamente dez minutos, coloca-se a fita de Etest® na
placa com o auxilio de uma pinga. A CIM ¢ entdo determinada apos a incubacao das placas
em tempo e temperatura adequados, geralmente por 16 a 24 horas sob temperatura de 35+2°C.
Durante a incubacdo, ocorre a difusdo do antibiotico no meio, mantendo os gradientes de
concentracdo correspondentes aos impressos na fita. Observa-se entdo um halo de inibicéo de
crescimento em forma de elipse, no qual o valor da CIM corresponde ao ponto de intersec¢édo
entre a fita de Etest® e a menor zona de inibi¢cdo do crescimento bacteriano. Trata-se de um
método de simples e rapida execugdo, porém apresenta um custo maior em comparagdo aos

métodos quantitativos de diluigdo.***
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2.3.6. Sistemas Automatizados

O uso de equipamentos automatizados pode diminuir o tempo de realizacdo dos testes
em comparacdo com os métodos manuais, jA que os sistemas de deteccdo Optica destes
equipamentos sdo capazes de detectar diferengas muito sutis no crescimento bacteriano. Estes
equipamentos sdo acoplados a softwares eletronicos para interpretar os resultados dos
testes.’**> Estdo disponiveis, até o momento, quatro Sistemas automatizados capazes de
mensurar a susceptibilidade as polimixinas.*®

O sistema Vitek 2® (bioMérieux) realiza medidas cinéticas para mensurar o
crescimento bacteriano frente a agentes antimicrobianos, através de cartdes plasticos que ja
contétm em seus pocos diferentes concentragdes do antibidtico de interesse liofilizado
juntamente com o meio de teste. Apds o preparo da suspensdo bacteriana, a inoculacéo é feita
por meio de uma microtubulagdo por aspiracdo, e direcionada aos cartdes. Estes séo
incubados por tempo e temperatura controlada, no qual o equipamento realiza a leitura do
crescimento bacteriano a cada 15 minutos por meio de turbidimetria. Dessa forma, a
determinacdo da CIM pode ocorrer em até 6 a 8 horas para maioria dos patdgenos
significantes.’®™

O sistema MicroScan® (Beckman Coulter Diagnostics) faz uso de um painel
semelhante a microplaca da diluicdo em caldo, sendo inoculados manualmente e incubados na
unidade de leitura e incubacdo do equipamento, obtendo-se os resultados entre 16 a 20 horas
ap6s a incubacao, ou até mesmo antes. E capaz de comportar 40 ou no méximo 96 painéis.*>*®

O sistema Phoenix® (BD Diagnostics) possui um grande leitor-incubador, podendo
acomodar até 100 painéis simultaneos de testes. Estes contém 136 pequenos pocos, que
possibilizam a testagem de 16 a 25 antimicrobianos, sendo possivel também,
concomitantemente, realizar a identificagdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
utilizando pogos que contenham substratos bioguimicos para este fim. Emprega um indicador
de oxidacdo-reducdo para medir o crescimento bacteriano, que é incorporado ao caldo, e 0s
resultados de CIM s&o obtidos entre 6 a 16 horas.’**

O sistema Sentitire® (Thermo Fisher Scientific) € um sistema de incubacéo e leitura
automatizada, no qual os testes de susceptibilidade sdo feitos através do uso de placas
semelhantes as utilizadas no método da microdiluicdo em caldo, contendo o antimicrobiano
de interesse liofilizado em uma série de diferentes diluicbes nos pogos da placa. O

crescimento bacteriano é analisado ap6s uma incubacéo de 18 a 24 horas.*®



17

3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é determinar o perfil de susceptibilidade de isolados de
Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC frente a polimixina B, comparando os resultados
obtidos pelo Etest® com a microdiluicdo em caldo, atual método de referéncia para

determinacédo da CIM de polimixinas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Das amostras

Foram utilizados isolados de Klebsiella pneumoniae obtidos por meio de um estudo de
vigilancia epidemiolégica no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Até o presente
momento da realizacdo deste trabalho, foram analisados 85 isolados, obtidos do periodo de
abril a junho de 2017. As amostras sdo provenientes de diferentes sitios infecciosos, como

urina, sangue, secre¢des respiratorias e outros.
4.2. ldentificacdo dos isolados quanto a espécie e producédo de KPC

A identificagé@o dos isolados foi realizada pelo setor de microbiologia do hospital, pelo
sistema Vitek 2®. Todas as amostras foram identificadas como produtoras de KPC por meio

da técnica de PCR em tempo real segundo Monteiro et al (2012).%*
4.3. Microdiluicdo em Caldo

A técnica de microdiluicdo em caldo foi realizada segundo as orientacdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Utilizou-se Escherichia coli ATCC® 25922
como controle de qualidade do teste. Tanto as amostras quanto o controle foram realizados em
duplicata.

50uL de caldo Mueller-Hinton cétion ajustado foi pipetado em uma placa estéril de
microtitulacdo de 96 pocos, nos pocos das colunas numeradas de 3 a 11. Na 122 coluna,
pipetou-se 100uL do mesmo caldo para servir de controle negativo do teste. Logo apos,
pipetou-se 100uL de solucdo de polimixina B previamente preparada na concentracdo de
128ug/mL nos pocgos da 2° coluna e procedeu-se a diluigdo seriada, pipetando 50 pL da
solucdo anterior do antibidtico por 10 vezes nos pogos seguintes em ordem crescente, até o
11° a fim de obter concentracdes de polimixina B variaveis de 64 a 0,125 pg/mL. Apds o
preparo das placas, realizou-se os inéculos de cada amostra, ajustando estas com solucao
salina para corresponderem a concentragdo a 0,5 da escala de McFarland (1 a 2 x108

UFC/mL), com o auxilio de densitdmetro. 50uL desses inoculos foram pipetados nos pogos
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da coluna 2 a 11 na placa, sendo que na 1° pipetou-se 100 pL para servir de controle positivo
do teste.

O resultado do teste foi lido apos incubacdo da placa em estufa a 35+2°C por um
periodo de 16 a 20 horas. Avaliou-se visualmente qual o primeiro po¢o que ndo apresentasse
crescimento visivel e a concentragdo relacionada a este foi definida como a CIM da amostra.
No caso de discrepancia dentre as duplicatas, considerou-se a concentracdo de maior valor.

4.5, Etest®

Foi realizado teste de susceptibilidade através da técnica da fita de Etest®
(bioMérieux), conforme as recomendacdes do fabricante para todas as amostras clinicas. A
partir de uma coldnia fresca, procedeu-se a inocula¢do da amostra em meio salino para ajuste
da concentracdo ao equivalente a 0,5 da escala de McFarland (1 a 2 x10® UFC/mL), com o
auxilio de densitdmetro. Apos, fez-se a semeadura desta utilizando um swab em placa de agar
Mueller-Hinton em trés direcGes diferentes. Aguardou-se alguns minutos para que o inoculo
fosse absorvido completamente pelo gar e entdo se adicionou a fita de Etest® com o auxilio
de uma pinga. As placas foram encubadas em estufa a 35+2°C por um periodo de 18 a 22
horas e o resultado da CIM foi analisado através da visualizacdo do ponto de intercessao entre
a zona de inibicdo de crescimento do micro-organismo e a zona da fita de concentragdo

correspondente. Nos casos em que houve divida na leitura, leu-se a concentracdo logo acima.

4.6. Critério de classificacéo dos isolados e tipos de erros

Para classificacdo das amostras quanto a sensibilidade ao antimicrobiano, como a atual
edicdo do CLSI ainda ndo dispGe de pontos de corte especificos de polimixinas para
enterobactérias, utilizou-se o0s valores recomendados de polimixina B para
Enterobacteriaceae fornecidos pelo BrCAST, equivalentes ao recomendado para colistina
pelo EUCAST, que estabelece como sensiveis os isolados que apresentam CIM <2ug/mL, ¢
como resistentes os que apresentam CIM >2ug/mL, ndo classificando, desta forma, nenhum
isolado como intermediario.

Consideraram-se como major error os resultados em que o Etest® apresentou falsa
resisténcia em relacdo a microdiluicdo em caldo, e como very major error o0s resultados
apresentados pelo Etest® como falsamente sensiveis frente ao método de referéncia. Nao ha

como calcular o indice de minor error, visto que € definido como a discrepancia entre 0s
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métodos em classificar as amostras entre sensivel e intermediaria ou entre resistente e
intermediéria, e o critério de classificacdo adotado permite apenas diferenciar os isolados
como sensiveis ou resistentes. Considerou-se como concordancia essencial quando o Etest®
apresentou um valor de CIM igual ou com apenas uma dilui¢do de diferenca, para mais ou

para menos, em relacdo ao método de referéncia.
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5. RESULTADOS

No presente trabalho, 26 (30,6%) dos isolados de KP-KPC se mostraram resistentes a
polimixina B e 59 (69,4%) dos isolados apresentaram sensibilidade ao antimicrobiano
segundo o0 método de referéncia. J& pelos valores de CIM fornecidos pelo Etest®, 24 (28,2%)
dos isolados seriam classificados como resistentes a polimixina B e 61 (71,8%) como

sensiveis.

Tabela 1. Comparagéo entre microdiluicdo em caldo e Etest® quanto a categorizacdo das amostras e
indices de performance do Etest® em comparagdo com o método de referéncia.

Categorizagao (%) N° de CC N° de CE N°de N° de
Método R S (%) (%) ME(%) VME (%)
Microdiluicdo 26 (30,6) 59 (69,4) 81 (95,3) 51 (60,0) 1(1,2) 3(3,5)
em caldo
Etest® 24 (28,2) 61 (71,8)

R: resistente; S: sensivel; CC: concordancias categdricas; CE: concordancia essencial entre os valores
de CIM, ME: major error, VME: very major error

O indice de condordancia categorica entre os métodos mostrou-se adequado (95,3%).
Houve um pequeno e aceitavel indice de major errors (1,2%), porém foi encontrado um
indice de very major erros (3,5%) acima do recomendado. A concordancia essencial do
Etest® mostrou-se consideravelmente baixa (60%).

A partir dos resultados obtidos, observou-se neste estudo que o Etest® ndo atingiu 0s
niveis de performance recomendados pelo CLSI para sistemas comerciais de avaliacdo da
susceptibilidade antimicrobiana (>90% de concordancia categoérica, >90% de concordancia
essencial, <1,5% de very major errors, <3,0% de major errors).

As estatisticas referentes aos valores de MIC encontrados podem ser visualizados na
tabela 2.

Tabela 2. Estatisticas referentes aos valores obtidos de CIM para a microdiluicdo em caldo e Etest®,
juntamente com o coeficiente de correlacdo de Spearman do Etest® para a microdilui¢cdo em caldo.

Microdiluicdo em caldo  Etest® (ug/mL) Coeficiente de
(ng/mL) correlagéo de
Spearman
CIM modal 0,125 0,5
Menor CIM 0,125 0,19
Maior CIM 32,0 48,0 0,562*
ClMs 0,25 0,5
ClIMyg 32,0 24,0

*Utilizando P <0,001
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O coeficiente de correlagdo de Spearman encontrado (0,562) indica que hd uma
correlagdo moderada a forte entre os valores de CIM obtidos pelo Etest® em relacdo aos da
microdiluicdo em caldo.

Pelos dados apresentados na tabela acima, percebe-se que ha, na maioria dos casos,
uma aparente superestimacdo dos resultados de CIM apresentados pelo Etest® em
comparagdo com os resultados da microdiluicdo em caldo. De fato, dentre os resultados entre
0s métodos que foram discrepantes, 73,5% das discordancias foram devido a superestimacdes,
enquanto apenas 26,5% das discordancias entre CIM foram devido a subestimagdes.

Entretanto, dentre as amostras classificadas como resistentes a polimixina B,
observou-se uma tendéncia a subestimacéo dos resultados de CIM, enquanto para as amostras
sensiveis houve uma maior tendéncia a superestimacéo dos resultados de CIM pelo Etest®.

A relacdo completa das CIM de cada teste para todas as amostras deste estudo e suas
respectivas classificacfes quanto a susceptibilidade apresenta-se na tabela 4.
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Tabela 4. Relacdo completa de tipo de amostra, CIM e categorizagcdo quanto a resisténcia ou
sensibilidade a polimixina B pela microdilui¢do em caldo e Etest® em todos os isolados do estudo.

N° da Tipo de amostra CIM Categoria CIM Categoria
Amostra (Mg/mL) pela CIM Etest® pelo Etest®
(Hg/mL)

1 Urina 1 S 0,5 S
2 Urina 8 R 8 R
3 Urina 1 S 0,75 S
4 Urina 16 R 16 R
5 Urina 0,125 S 0,5 S
6 Urina 4 R 12 R
7 Urina 0,25 S 0,5 S
8 Hemocultura de catéter 16 R 16 R
9 Urina 0,25 S 0,38 S
10 Urina 0,25 S 0,38 S
11 LBA 0,5 S 0,5 S
12 Urina 0,5 S 15 S
13 Escarro 2 S 0,5 S
14 Urina 0,25 S 0,5 S
15 Urina 0,5 S 0,75 S
16 Urina 0,25 S 0,5 S
17 Urina 0,125 S 0,75 S
18 Liquido folicular 0,25 S 15 S
19 Escarro 0,25 S 2 S
20 Urina 0,25 S 0,75 S
21 Urina 0,25 S 0,5 S
22 Hemocultura 16 R 16 R
23 Urina 16 R 16 R
24 Hemocultura 32 R 32 R
25 Urina 0,25 S 0,5 S
26 Urina 0,25 S 15 S
27 Secrecdo abdominal 4 R 12 R
28 Urina 0,25 S 1 S
29 Urina 0,125 S 1 S
30 Urina 2 S 0,38 S
31 Urina 2 S 0,5 S
32 Urina 0,5 S 0,5 S
33 Urina 32 R 24 R
34 Urina 2 S 0,5 S
35 Secrecdo do quadril 0,5 S 0,5 S
36 Urina 0,125 S 0,38 S
37 Urina 32 R 32 R
38 Secrecdo traqueal 0,5 S 0,38 S
39 Liquido de ascite 0,125 S 0,75 S
40 Urina 0,125 S 0,5 S
41 Urina 0,25 S 0,38 S

continua
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Tabela 4. Relacdo completa de tipo de amostra, CIM e categorizacdo quanto a resisténcia ou
sensibilidade a polimixina B pela microdiluicdo em caldo e Etest® em todos os isolados do estudo

continuacéo

N° da Tipo de amostra CIM Categoria CIM Categoria
Amostra (ng/mL) pela CIM Etest® pelo Etest®
(Hg/mL)

42 Escarro 32 R 12 R
43 Urina 0,125 S 0,31 S
44 Urina 0,25 S 0,38 S
45 Sangue 32 R 0,38 S
46 Urina 0,25 S 0,75 S
47 Urina 0,25 S 0,5 S
48 Urina 8 R 0,38 S
49 Escarro 8 R 0,38 S
50 Ascite 32 R 16 R
51 Urina 16 R 24 R
52 Urina 0,25 S 0,38 S
53 Urina 16 R 32 R
54 Sangue 0,125 S 0,38 S
55 Sangue 0,5 S 0,75 S
56 Fibrose 0,125 S 0,5 S
57 Urina 0,125 S 0,19 S
58 Urina 0,125 S 0,5 S
59 Hemocultura 0,125 S 0,5 S
60 Urina 0,125 S 0,38 S
61 Hemocultura 0,125 S 0,38 S
62 Urina 16 R 16 R
63 Urina 32 R 48 R
64 Hemocultura 0,125 S 24 R
65 Urina 16 R 12 R
66 Urina 32 R 24 R
67 Escarro cateter 0,125 S 0,5 S
68 Hemocultura 0,125 S 0,5 S
69 LBA 32 R 24 R
70 Urina 32 R 8 R
71 Urina 0,25 S 0,38 S
72 Urina 0,25 S 0,5 S
73 Aspirado traqueal 0,125 S 0,5 S
74 Fragmento de bidpsia 16 R 12 R
75 Hemocultura 0,125 S 15 S
76 Urina 0,125 S 2 S
77 Urina 0,25 S 0,38 S
78 Urina 0,125 S 0,38 S
79 Liquido de Ascite 1 S 0,5 S
80 Urina 16 R 8 R
81 Urina 32 R 32 R
82 Escarro 0,125 S 0,5 S
83 Urina 0,125 S 0,5 S
84 Urina 0,125 S 0,5 S
85 Urina 0,125 S 0,5 S

LBA: lavado brénquio-alveolar; R: resistente; S: sensivel.
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6. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar uma discrepancia entre os resultados
de CIM obtidos pela microdilui¢do em caldo e Etest®.

Utilizando-se do método de referéncia, um total de 26 (30,6%) dos isolados foram
classificados como resistentes, enquanto que 24 (28,2%) dos isolados enquadraram-se nesta
categoria segundo os resultados obtidos pelo Etest®. Como possiveis responsaveis pela
variabilidade dos métodos, pode-se citar o impacto dos materiais utilizados na determinacéo
da CIM. A resisténcia a polimixina B nos microorganismos é regulada pelo sistema de dois
componentes PhoPQ-PmrAB, que é modulado conforme fatores como pH e concentracdo
ibnica, como ja descrito anteriormente. Por este motivo, e também devido ao carater catiénico
da polimixina B, o CLSI recomenda o uso de caldo Mueller-Hinton cation ajustado para
realizacdo do teste de microdiluicdo em caldo.’* A diminuicdo nos valores de resisténcia
observada neste trabalho para o Etest® pode, em teoria, ser devido ao fato de que as
moléculas de polimixinas, pelo seu tamanho e carga catidnica inerente, ndo difundem
adequadamente pelo agar.>® Assim, teoricamente, a utilizacdo de um agar que também tivesse
ajuste de cation para os testes de susceptibilidade do Etest® poderia melhorar a difusdo das
polimixinas no meio, de forma a contornar este problema.

Alguns estudos ainda indicam que as polimixinas podem aderir as cargas negativas das
placas utilizadas na microdiluicdo em caldo, influenciando assim nos resultados da CIM.**3
Contudo, ndo ha nenhuma recomendacdo do CLSI quanto a natureza e tratamento das placas
utilizadas para a microdiluicio em caldo, podendo haver variabilidade significante entre
diferentes laboratérios quando na utilizagdo deste método de referéncia.’®

Apesar da porcentagem encontrada de very major errors (3,5%) estar acima do
recomendado pelo CLSI (<1,5%), isso pode ter ocorrido devido ao niimero limitado de
isolados resistentes (26) nesse estudo, de forma que uma amostragem maior poderia ser
analisada para observar se esse indice se manteria constante, aumentaria ou diminuiria. Além
disso, é importante ressaltar que os pontos de corte fornecidos pelo BrCAST levam a uma
classificacdo dicotdmica (resistente ou sensivel) dos isolados, visto que a inexisténcia da
categoria intermediaria poderia diminuir a porcentagem encontrada de very major error e de
major errors, uma vez que 0s minor errors passariam a também ser contabilizados. Todavia,
0 baixo indice de concordancia essencial (60%) inviabiliza a aprovacdo do Etest® como
método comercial para testagem da susceptibilidade a polimixina B nestes isolados segundo

os critérios de performance estabelecidos pelo CLSI (>90% de concordancia categorica,
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>90% de concordancia essencial, <1,5% de very major errors, <3,0% de major errors), de
forma que, se é necessario conhecer o valor exato da CIM para polimixina B em isolados de
KP-KPC, ainda é necessario utilizar o método de referéncia.

Tem-se ciéncia, ainda, das limitacGes deste trabalho. Ndo foi determinada a relacao
clonal dos isolados, de forma que a presenca de diferentes clones contribuiria para uma
melhor avaliagdo da performance e robustez do teste. Além disso, ndo foi realizada uma
comparacdo intra-laboratorial dos resultados, de forma a avaliar a reprodutibilidade da
analise.

Diante dos resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que, apesar do Etest® ser

um método de facil execugdo,**°

a confirmagéo dos resultados de CIM para polimixina B
pelo método da microdiluicdo em caldo em isolados de KP-KPC ainda é recomendada, uma
vez que o Etest® ndo apresentou uma concordancia essencial adequada com os valores de
CIM obtidos pelo método de referéncia. Entretanto, devido & alta concordancia categorica
entre os métodos e a tendéncia do Etest® em superestimar o valor das CIM, poderia-se adotar
este método como screening para classificacdo dos isolados em sensiveis ou resistentes a
polimixina B, de forma que os resultados préximos ao ponto de corte de resisténcia adotado

devam ser confirmados pela microdilui¢gdo em caldo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, esse trabalho comparou Etest® e a microdiluicdo em caldo para avaliagcdo
da susceptibilidade a polimixina B em isolados de KP-KPC. Apesar de terem sido
encontrados indices de falsa-sensibilidade (3,5%) acima do recomendado pelo Etest®, houve
uma boa concordancia categorica (95,3%) entre os métodos, de forma que o Etest® pode ser
utilizado como teste de screening para categorizacdo destes tipos de isolados, mas deve ter
seus resultados de CIM confirmado pelo método de referéncia quando necessario,
principalmente nos casos em que a CIM encontrar-se muito proxima ao ponto de corte
utilizado.

E sabido que sdo necessarios estudos complementares para uma maior elucidacéo
deste tema. A variabilidade intra-exames nédo foi avaliada, sendo que a repeticdo das técnicas
em outro laboratdrio é uma das perspectivas futuras deste trabalho. Além disso, um nimero
maior de isolados serd analisado, a fim de verificar se os indices de performance reportados
até entdo mantém o mesmo padrao.

Ainda, é importante ressaltar que sdo necessarios maiores estudos quanto a correlacédo
entre as CIM de polimixinas e o desfecho clinico para guiar o tratamento destas infeccGes
multirresistentes.?® A falta de consenso entre 0 BrCAST, EUCAST e o CLSI**** quanto a
uma padronizacgdo dos pontos de corte utilizados na andlise da susceptibilidade as polimixinas
dificulta a interpretacdo dos resultados, podendo levar a diferentes interpretacdes do perfil de
susceptibilidade segundo o critério utilizado e impactando assim na decisdo clinica quanto ao
tratamento destas infecgcdes multirresistentes. As infec¢fes causadas por KP-KPC ainda nédo
possuem um tratamento ideal preconizado pela comunidade médica, de maneira que as
decisbes clinicas dependem frequentemente dos resultados de testes de susceptibilidade
antimicrobiana.™ Diante da crescente resisténcia antimicrobiana a carbapenémicos, levando
ao uso da polimixina B como uma das ultimas opcGes terapéuticas, ressalta-se a importancia
da avaliacéo da confiabilidade de diferentes métodos de susceptibilidade para este antibidtico,
a fim de garantir a reprodutibilidade e exatiddo das CIM em diferentes realidades

laboratoriais.
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