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Antibiograma

* Prova de sensibilidade aos antibioticos

» Utilizado para microrganismos cuja
sensibilidade as drogas normalmente nao seja
previsivel

e Realizado em um isolado bacteriano de
cultura recente



Teste de sensibilidade - Métodos

Kirby-Bauer: Difusao com disco (disco-difusao)
Diluicao em caldo (macro ou micro)

Etest®

Automacao



Métodos de sensibilidade:
Difusao

e Utilizacao de discos de papel filtro impregnados
com concentracao padrao de antibiotico

* Os discos sao colocados na superficie do agar
Mueller-Hinton semeado com uma suspensao
padronizada da bactéria a ser testada.

e O método informa se a bactéria é resistente,
sensivel ou se possui sensibilidade intermediaria
a determinado antibiotico pela medicao do halo
de inibicao



Métodos de sensibilidade:
Difusao




Técnica

e Teste indireto: realizado com cultura pura de 24

horas de crescimento de bactérias devendo ser feito
Gram antes do antibiograma.

* Teste direto: utilizacao do material pesquisado
(urina, sangue, pus, etc). A desvantagem da
utilizacao direta destes materiais da-se pela
dificuldade de controle da quantidade de indcuo e o
isolamento da bactéria.



Técnica

Com a alca de semeadura, transferir 3 a 4 colbnias
(teste indireto) com a mesma morfologia e inocular
em 2,0 a 3,0 mL de solucao fisiolégica esteéril, caldo
MH ou caldo TSB.

Esperar 15 minutos observando a turbidez da
solucao.

Utilizar como referéncia de turbidez o tubo 0,5 da
escala de McFarland



Escala de McFarland

* Padrao de turvacao utilizado para determinar a
intensidade de multiplicacao bacteriana em meios de
culturas liquidos

O grau de turvacao indicaa[ ] das bactérias.

e O método consiste em uma escala de onze tubos 0,5
a 10 com diferentes quantidades de cloreto de bario
e acido sulfurico para se obter diferentes
concentracoes de sulfato de bario.
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Técnica

e Comum swab esteéril, semear a solucao no Agar
Mueller-Hinton.

e Aguardar 5 minutos a temperatura ambiente para
gue o indcuo seja completamente absorvido pelo
agar.

* Colocar o disco com o auxilio de uma pinca
previamente flambada.

— Os discos devem ter uma distancia de 2,5cm

— Maximo de 12 discos em placas de 15 cm e 5 discos em
placas de 9 cm



Técnica

Apo6s 15 minutos da colocacao dos discos, as
placas sao invertidas e incubadas

Incubar de 18 a 24 horas a 35 +/- 12 C
Medir o diametro dos halos.

Classifica-los quanto a resisténcia,
sensibilidade intermediaria e sensibilidade.
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C - Sensibilidade moderada: Quando o raio do halo com
a bactéria teste é maior que 3 mm, e ainda é 3 mm menor
que o raio do halo da bactéria de controle.
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Leitura e interpretacao

Leitura realizada no fundo da placa com auxilio de uma régua



Fatores que influenciam o halo de
inibicao
* Composicao do meio de cultura: algumas
substancias presente no meio de cultura
podem atuar na diminuicao do halo de
inibicao.
— Timidina ou purinas antagonizam alguns farmacos

* Por este motivo, utiliza-se a padronizacao do
meio de cultura, utilizando-se para o
antibiograma o meio Mueller Hinton.



Fatores que influenciam o halo de
inibicao
Indcuo com mais de um microrganismo

Alteracao de pH
Espessura do meio menos do que 4 mm

— Agar com menor profundidade aumenta a difusdo e o
diametro do halo

Tempo e temperatura de incubacao
Armazenamento inadequado dos discos
Discos nao pressionados no agar

Erro na medicao do halo



Fatores que influenciam o halo de
inibicao

* Densidade do indcuo: quanto maior o indcuo,
menor a sensibilidade e por este motivo é
necessaria a utilizacao de uma padronizacao.



Fatores que influenciam o halo de
inibicao

* Difusibilidade do antibiodtico: alguns
antibioticos tais como vancomicina e colistina
nao se difundem rapidamente a partir do
disco no agar, por esta razao o diametro do
halo é extremamente pequeno



Métodos de sensibilidade:
Diluicao em caldo

* Verificacao quantitativa da atividade do antibidtico
para obtencao da concentracao inibitoria minima
capaz de inibir o crescimento bacteriano.

* Diluicdes do antibiotico sao incorporadas ao meio de
caldo ou agar, o qual é inoculado com o organismo
em teste.

A menor concentracao que inibe o crescimento na
incubacao de 12 horas € conhecida como CMI
(concentracao inibitoria minima)



Métodos de sensibilidade:
Diluicao em caldo

* Tubos de caldo ou placas de agar sao

preparados com diluicdes sequenciais com
valores expressos em pg/ml.

* Uma suspensao de bactérias padronizadas sao
inoculadas e incubadas

* Aleitura é realizada pela turvacao do meio
gue evidencia o crescimento bacteriano



Resultado

CIM - dose minima de antibiotico que, adicionada ao meio de cultura (liquido
ou solido), é capaz de inibir totalmente o crescimento de um indcuo padrao.




ETEST®

 Método de quantificacao para obtencao da
concentracao inibitéria minima (CIM)
e Realizado através de utilizacdao de uma fita (5 cm)

gue apresenta concentracdes diferentes do
antibiotico ao longo da fita.

 Meétodo que combina os principios de difusao e
diluicao



ETEST®

Schematic illustration of concentration gradients
A. Dynamic gradient from )
point source diffusion = ]
. <" . " ... ......:.:. :...". .
= e ° '. Y 5 0. ”0"..‘ Ra&al dlffusm
‘5‘ T Tl ——of antibiotic
’ '. 4 “-.-..." (Y :‘ ..n“‘.o:‘{“‘ \\\ ."to aga
2 & .
Acceptablo zone span of 15 mm
Mmmmn& S
15 MlC diulnon steps equdy spaced on a 45 mm axns

Ay
| ngsz”gx woen«ﬂgt,,,.§§§ §§§
M 1 -l vl ©

A A 4 1 A _a B A a2 L

B.Stable. ptedefned gradient on a linear carner




Elipse de diluigaoy"







ETEST®

Evitar o uso de mais de 6 fitas em placas de
15 cm e mais de uma fita em placa de 9 cm.




Automacao
Walk Away Plus 96

e |dentifica bactérias Gram-Negativas fermentadoras
e nao-fermentadoras, Cocos Gram-Positivos e Listeria,
Anaerobicos, Leveduras e microrganismos fastidiosos
como Neisseria e Haemophilus.

e Especifica a Concentracao Inibitéria Minima com a
utilizacao de uma ampla variedade de antibidticos



Automacao
Walk Away Plus 96




Automacao
Walk Away Plus 96

e Utiliza microplacas (painéis) de 96 pocos,
impregnados com a série biogquimica (cerca de 30
substratos) para a identificacao bacteriana

* Agentes antimicrobianos com suas respectivas
diluicdes para a susceptibilidade antimicrobiana com
concentracao inibitoria minima.

e Contém cerca de 20 ou mais antibioticos por painel,
dependendo do tipo de painel.



Automacao
Walk Away Plus 96
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Antibioticos

a sintese de parede celular
a sintese de proteinas
a transcricao e replicacao

 esao de membrana plasmatica



Antibioticos

* Inibicao da sintese da parede celular:

— Betalatamicos: Ligam-se a PLPs (proteinas de ligacao
da penicilina) e enzimas responsaveis pela sintese de
peptideoglicano

* Penicilina: oxacilina, amoxicilina, meticilina, etc
e Cabapenens: imiprenem, meropenem, etc
e Cefalosporina
— Antibiotico polipeptidico
* Bacitracina
— Antibioticos glicopeptidicos
* Vancomicina



Antibioticos

* Inibicao da sintese protéica:

— Tetraciclina : Impede o alongamento do
polipeptideo no ribossoma 30S

— Macrolideo: Impede o alongamento do
polipeptideo no ribossoma 50S

* Eritromicina, azitromicina, claritromicina, etc.

— Aminoglicosideo: Liga-se a proteinas ribossomais

* Estreptomicina



Antibioticos
Inibicao da sintese de acidos nucléicos :

— Quinolona: Liga-se a subunidade alfa da DNA-
dependente

— Rifampina : Impede a transcricao da RNA-
polimerase DNA dependente

— Metronidazol: Impede a transcricao da RNA-
polimerase DNA dependente



Resisténcias bacterianas de
importancia clinica

Klebsiella pneumoniae resistentes a cefoxitina e ceftazidima

(cefalosporinas)

Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium resistentes a vancomicina;
Staphylococcus — resistente a [3 - lactamicos e vancomicina;
Streptococcus [-hemoliticos — resistente a penicilina;

Streptococcus viridans - vancomicina;

Neisseria gonorrhoeae - resistente a ceftriaxona;

Neisseria meningitidis - resistente a penicilina;

Enterobactérias - resistentes ao imipenem.



Década de 60 — resisténcia a penicilina — producdo de beta-lactamases

Década de 70 — surgiram cepas resistente a meticilina (MRSA) ou a oxacilina
(ORSA)

S. aureus resistente a todos s beta-lactamicos;

|

Ocorre uma alteracao do sitio de acao dos beta-
lactamicos

J

Alteracao das proteinas ligadoras de penicilinas denominadas PBPs-
(importantes na sintese da parede bacteriana)

d

A presenca de enzima alterada, denominada PBP2a ou PBP2’, leva a
baixa afinidade da oxacilina pelo local de ligacdo na parede celular da
bactéria com consequente inatividade.

I

Gene mecA




Deteccao de beta-lactamase (ESBL)
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Deteccao de ESBL

 ESBL: betalactamases de espectro ampliado

— Podem ser produzidas durante a terapéutica
antimicrobiana

* hidrolisam todos os B-lactamicos, a excecao dos
carbapenems e cefamicina

— Triagem para E.coli. K. pneumoniae, K.oxytoca e
P.mirabilis

— Os inoculos devem ser padronizados para escala 0,5
de McFarland

— Discos utilizados: cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona,
etc.



Deteccao de ESBL

* Na rotina diaria, faz-se necessaria a realizacao das
duas etapas:

— Teste de triagem por disco-difusao, cujo resultado é
alcancado através da leitura do diametro dos halos de
inibicao

— Teste confirmatorio baseia-se na inibicao da atividade
da enzima na presenca do acido clavulanico.

— Realizacao de comparacao do halo de inibicao do B-
lactamico aquele do mesmo antimicrobiano associado
ao acido clavulanico.



Deteccao de beta-lactamase (ESBL)

Deteccéao fenotipica de uma amostra de
K. pneumoniae produtora de ESBL

ceftazidima + ac. clavulanico

ceftazidima

O resultado positivo com
aumento do halo de inibicao
25 mm em comparagao
aquele do B-lactamico
sozinho

: cefotaxima + &c. clavulanico
cefotaxima



Deteccao de beta-lactamase (ESBL)

Teste de aproximacao dos discos:

cefepima

amoxacilina + ac. clavulanico

aztreonam

ceftriaxona

ceftazidima
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ceftazidima, cefotaxima ou
cefepima associado ao acido
clavulanico

ceftazidima, cefotaxima e cefepima

Observar que houve uma reducao da CIM > 3
diluicGes para associacdo de ceftazidima/acido
clavulanico, CIM 0,125 pg/mL.



ceRarhma




Deteccao de Resisténcia

e Resisténcia de S.aureus a oxacilina/meticilina -
MRSA

— Amostras de Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina,
sao resistentes a todos os B-lactamicos

— Realizada com disco de cefoxitina 30ug

— Amostras de S. aureus e S. lugdunensis com halo de
inibicao £ 21 mm para cefoxitina devem ser reportadas
como resistentes a oxacilina



Resisténcia de S.qureus a
oxacilina/meticilina

Sensibilidade a cefoxitina : 222 mm Resisténcia a cefoxitina: <21 mm



Meio cromogénico
destinado ao isolamento e
diferenciacao de
Staphylococcus aureus
resistente a meticilina
(MRSA).




KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase)

* As enzimas KPC sao inibidas por acido clavulanico e
tazobactam e, possuem a habilidade de hidrolisar
uma grande variedade de 3-lactamicos como
cefalosporinas, penicilinas, aztreonam e inclusive, os
carbapenémicos.



KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase)

* Encontrada pela primeira vez em K. pneumoniae

e Atualmente ja foram descritos casos de resisténcia
pela presenca de KPC em Salmonella enterica, K.
oxytoca e Enterobacter spp, entre outros.

e Apresenta alto potencial de disseminacao devido a
sua localizacao em plasmidio



<

1 B

KPC 2 &=
KRC 3 =

Klebsiella pneumoniae

k. pneumoniae, K.
oxytoca, Salmonella
entérica e em
Enterobacter sp;

K. pneumoniae e
Enterobacter cloacae;

nao foram encontrados
microrganismos
relacionados.



Teste de sensibilidade a carbapenémicos
em Enterobacteriaceae

Disco Difusao (mm)
Sensivel | Intermediario | Resistente
Imipenem > 23 20-22 <19
Meropenem > 23 20-22 <19
Ertapenem > 23 20-22 <19
Doripenem > 23 20-22 <19

Fonte: CLSI (Suplemento M100-520-U) Junho, 2010.




Teste de sensibilidade a carbapenémicos

em Enterobacteriaceae

CIM (pg/mL)
Sensivel Intermediario | Resistente
Imipenem <1 2 > 4
Meropenem < 0,25 0,5 > 1
Ertapenem <1 2 >4
Doripenem <1 2 > 4




Para as amostras nas quais o teste de triagem for positivo para producao de KPC,
pode ser realizado o Teste de Hodge. Modificado como teste confirmatorio

fenotipico
I ———
E. coli ATCC 25922 K. pneumoniaei mipenem
ATCC 700603 U
ertapenem
: de 10 g Presenca de
i : distor¢ao do halo
| A de inibicdo,
indicativa da
producao de
carbapenemase
Gapafaata pela amostra. de K.
pneumoniae
jj<- pneumoniae testada, pelo
: (KPC) método de disco-
difusao.
Cepa teste
K. pneumoniae K. pneumoniae
ATCC 700603 (KPC)




. E.coliATCC®25922

Halo de inibicdo de
E.coli

Alteracéo do halo de
inibicdo por K.
Pneumoniae
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