


Gestao de diagnéstico e o
papel essencial do laboratério
de microbiologia clinica em
programas de otimizacao de
antimicrobianos (PROA)

Dr. German Esparza

O laboratodrio de microbiologia clinica é fundamental para a elaboracdo de um programa de
otimizacado de antimicrobianos (PROA) bem-sucedido. As contribuicdes do laboratoério clinico

para o PROA consistem em relatérios de testes cumulativos de sensibilidade aos antimicrobianos
(antibiogramas), relatérios de sensibilidade aprimorados usando regras especializadas e orientacao
na selecdo e verificacdo das amostras clinicas e o correto transporte, bem como a implementacéo
de diagndsticos moleculares e/ou fenotipicos réapidos com orientacdo para a interpretacdo dos
resultados. As técnicas de uso e interpretacdo adequados dos testes diagndsticos microbioldgicos
sdo designadas atualmente pelo termo "gestdo de diagndstico”?

Gestdo de diagndstico é a adocdo de recomendacdes e intervencdes coordenadas visando
melhorar o uso correto do diagndstico microbioldgico para orientar as decisdes terapéuticas.™?
Deve promover a coleta correta da amostra clinica e o transporte apropriado até o laboratério, a
identificacdo rapida do patdgeno e a producado de relatdrios precisos e oportunos sobre testes de
sensibilidade para orientar o tratamento do paciente. O principal objetivo da gestdo de diagndstico
microbioldgico é fornecer gerenciamento voltado ao paciente por meio de dados microbioldgicos
oportunos, levando a um tratamento mais seguro, eficaz e eficiente! Além disso, ela deve utilizar
dados precisos e representativos de vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos (RA) como base
para as diretrizes de tratamento e estratégias de controle da RA.?




Os quatro principios da gestdo de diagnéstico sao:**

1. Teste certo: escolha o método disponivel que forneca as informacdes mais precisas e
clinicamente relevantes para o melhor atendimento ao paciente. Considere os custos em
relacdo aos beneficios

2. Paciente certo: os métodos usados devem atender as necessidades do paciente. Leve em
consideracado idade, fatores de risco, comorbidades, viagens ao exterior etc.

3. Momento certo: os métodos devem fornecer resultados em um prazo racional para
promover decisdes oportunas sobre a terapia com antibidticos. O prazo deve ser
considerado a luz da gravidade e dos fatores de risco

4. Custo certo: equilibre custo com precisao, velocidade e impacto clinico. Ndo considere
o custo do teste como um resultado; em vez disso, considere a duracdo do tempo de
internacdo e os dias de terapia inadequada ao avaliar os custos gerais de um método
diagndstico especifico

*Observe que as diretrizes devem ser consideradas com base nos recursos do hospital
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@ Figura adaptada da Organiza¢do Mundial da Saude. GLASS (sistema global de vigilancia de RA).




A fase pré-analitica de um diagndstico microbioldgico é provavelmente a mais importante, porque
uma amostra inadequada pode resultar em diagndstico e tratamento incorretos. O isolamento/
deteccdo de contaminantes pode interferir na deteccdo dos genes de resisténcia, o que pode
confundir e distorcer a abordagem terapéutica.*

Os principais componentes da coleta da amostra clinica e transporte adequados sdo:>*

« Amostra clinica: aplique a desinfeccdo adequada quando necessario, considere o momento certo
para a coleta e verifique se as condicdes de amostragem sao atendidas. Colete uma quantidade
de amostra que permita realizar o teste e reservar parte da mesma para confirmacéo

* Transporte: proteja a amostra contra contaminacdo e exposicao a temperatura que possam
interferir na recuperacdo do patdégeno

Algumas recomendacdes especificas para a coleta da amostra e transporte s&o incluidas na Tabela 1.

Tabela 1

Recomendacodes especificas para a coleta da amostra e
transporte.’4?

Tipo de amostra Recomendacgodes de coleta e transporte

Hemoculturas As hemoculturas devem ser colhidas preferencialmente antes

da primeira dose de antibidtico ou, se isso nao for possivel,
imediatamente antes da préxima dose. Use clorexidina alcodlica

2% ou iodopovidona para desinfeccao da pele. Em recém-nascidos,
use clorexidina alcodlica 0,5%. Para adultos, recomenda-se coletar
20-30 mL de sangue por conjunto de cultura (para crianc¢as, uma
quantidade menor é necessaria, ajustada a idade e ao peso). Com
sistemas automatizados, siga as instrucdes do fabricante. Recipientes
de transporte a temperatura ambiente

Urina A urina estd sujeita a contaminacdo pela microbiota comensal. Os
pacientes devem ser instruidos sobre como coletar a urina do jato
médio (urina "limpa") em recipientes estéreis para minimizar a
contaminacdo. Caso sejam esperados atrasos no transporte, agentes
de preservacao adequados devem ser adicionados para preservar a
integridade da amostra

Amostra genital A coleta de secrecdo uretral e vaginal/cervical deve ser inoculada
corretamente na cultura ou colocada no meio de transporte
apropriado. Se a amostra for inoculada diretamente no meio de
cultura a beira do leito, as placas deverdo ser colocadas em uma
atmosfera Umida com 5% de CO, a 35-36 °C e transferidas para o
laboratdrio o mais rapido possivel. Caso a amostra ndo possa ser
inoculada imediatamente no meio de cultura, os esfregacos devem
ser inseridos em um meio de transporte adequado. Estes podem
ser deixados a temperatura ambiente e transportados o mais rapido
possivel para o laboratério

@ Figura adaptada da Organizagcdo Mundial da Saude. GLASS (sistema global de vigilancia de RA) e John Hopkins Medical
Microbiology. Specimen collection guidelines. 2019.




Fezes As amostras de fezes devem ser coletadas em recipientes estéreis e
transportadas a temperatura ambiente para o laboratdrio, idealmente
em 2 horas. Se forem esperados atrasos no transporte, um meio de
transporte apropriado, como Cary-Blair, devera ser usado

Feridas De preferéncia, a coleta de amostras de feridas superficiais com
esfregacos deve ser evitada. Se necessario, lave a ferida com soro
fisioldgico e colha a amostra pressionando as bordas. Envie as
amostras em um meio de transporte adequado, como AMIES ou
Stuart. Para o transporte de tecido coletado na sala de cirurgia, use
um recipiente estéril com gaze umedecida em solucado salina estéril

Gestao de diagnostico para testes de sensibilidade aos antimicrobianos

Para obter resultados clinicamente relevantes, é importante realizar e interpretar os testes de
sensibilidade aos antimicrobianos. Algumas recomendacdes:>®

Escolha a melhor metodologia para a sua instituicdo; leve em consideracdo a necessidade de
fornecer concentracdes inibitérias minimas (CIM), o tempo de resposta, o tempo de resultado, a
precisdo, a adaptabilidade e a capacidade®®

Siga os padrdes internacionais para escolher os antimicrobianos para teste e geracdo de
relatorio. A padronizacdo de pontos de corte e critérios interpretativos é fundamental para a
homogeneidade dos resultados, de modo a torna-los comparaveis entre centros e paises. De
acordo com as recomendacdes da Organizacdo Pan-Americana da Saude, € sugerido o uso das
diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).>¢ No Brasil, € necessario seguir as
recomendacdes da Portaria n? 64/2018 do Ministério da Saude, que determina o uso das normas
do BrCAST-EUCAST em todos os laboratdrios de microbiologia clinica do pais.*

N&o inclua no relatdério antibidticos que ndo se concentram no local da infeccdo (por exemplo,
fluoroguinolonas em infeccdes do sistema nervoso central), apesar de ser sensivel no teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)>¢

Se houver resisténcia intrinseca (por exemplo, ertapenem em Pseudomonas aeruginosa),

o0 antibidtico devera ser relatado como resistente, apesar dos resultados do TSA>®

Leia e interprete os resultados com cuidado. Procure possiveis mecanismos de resisténcia e
aplique critérios confirmatoérios de teste, com base nos diretrizes vigentes.>®

Incorpore cepas de controle de qualidade (CQ) interno para fornecer resultados precisos. A
American Type Culture Collection fornece cepas com mecanismos especificos de resisténcia para
controlar métodos de deteccdo e CIMs>6

Inscreva-se em um programa de testes de controle da qualidade em uma instituicdo credenciada.
Para escolher o melhor programa, considere métodos, feedback, aconselhamento, etc.>®

De acordo com as politicas locais e orientacdes fornecidas pela equipe do PROA, o laboratdério de
microbiologia clinica pode desenvolver uma diretriz para geracdo de relatérios em cascata com
antimicrobianos ocultos/restritos a fim de ajudar a evitar que o clinico erroneamente os escolha
(Tabela 2)>8




Tabela 2

Sugestoes para relatorios em cascata.'32

Patégeno Fenétipo no Antimicrobianos Antimicrobianos Comentarios
detectado TSA a relatar a restringir
MSSA Sensivel a Oxacilina, Daptomicina, Considere
oxacilina eritromicina, vancomicina, alternativas
clindamicina, ceftarolina, no relatdrio
sulfametoxazol- linezolida, em caso de
trimetoprim ciprofloxacina alergia aos
B-lactamicos
Escherichia Multissensivel B-lactamicos/ Meropenem, Considere
coli, inibidores de B- doripenem, as excecodes
Klebsiella lactamase, colistina, guando houver
pneumoniae, cefalosporinas, tigeciclina, choque séptico
Proteus monobactamicos, ciprofloxacina, ou alergia
mirabilis aminoglicosideos, ceftazidima-
sulfametoxazol- avibactam,
trimetoprim, ceftolozana-
fosfomicina, tazobactam
nitrofurantoina
P. aeruginosa Multissensivel Piperacilina- Meropenem, Considere
tazobactam, doripenem, as excecodes
cefepima, colistina, qguando houver
ceftazidima, ceftolozana- choque séptico
ciprofloxacina, tazobactam, ou alergia
aztreonam ceftazidima-
avibactam

TSA, teste de sensibilidade aos antimicrobianos; MSSA, Staphylococcus aureus sensivel a meticilina

Sistemas de alerta para relatérios de sensibilidade em bactérias multirresistentes e

controle de infeccoes

Alertas de prescricdo sdo notas de rodapé incluidas nos laudos de TSA para orientar os médicos na

escolha das melhores abordagens terapéuticas (Tabela 3).

Tabela 3

Exemplos de alertas de prescricao de acordo com os

mecanismos da RA.-32

Fenétipo de Base Padrao usual nos Métodos de Alerta de prescricao
resisténcia molecular | resultados de TSA deteccao

MRSA mecA/ Resisténcia a OXA MIC, FOX S. aureus resistente a
mecC B-lactamicos MIC, FOX DD, meticilina é considerado

diferentes da PCR, latex resistente a todos os

ceftarolina deve para PBP2-a B-lactamicos, exceto a
ser relatada ceftarolina, que deve ser

testada

@ Figura adaptada da Organizacdo Mundial da Saude. GLASS (sistema global de vigilancia de RA); Morency-Potvin P, et
al. Clin Microbiol Rev. 2016;30(1):381-407; Asociacion Panamericana de infectologia API. Guia para la implementacion
de un programa de optimizacion de antimicrobianos (PROA) a nivel hospitalario. 2016.




Fenétipo de Base Padrao usual nos Métodos de Alerta de
resisténcia molecular resultados de TSA deteccdo prescricao
ESBLs blaCTX-M, Resisténcia BMD, E-test B-lactamase de
blaSHYV, as penicilinas, ou DD espectro estendido
blaTEM cefalosporinas, usando &cido detectada.
monobactamicos clavulanico, O uso de
e B-lactamicos agar cefalosporinas nao
com inibidores cromogénicos, é recomendado. O
(exceto PCR uso de piperacilina-
tazobactam em tazobactam deve
poucas ocasides). ser uma decisao
Novos inibidores, do especialista
como avibactam em doengas
e relebactam, infecciosas
devem ser
sensiveis
Cefalosporinase DHA, Resisténcia Acido AmpC
AmpC FOX, as penicilinas, bordénico, cromossomal/
MOX, ACT cefalosporinas cloxacilina, plasmidial
(exceto cefepima), PCR detectada. O uso
monobactamicos de cefalosporinas
e B-lactamicos de 13 22 ¢ 32
com inibidores, geracdes nao é
exceto avibactam recomendado
e outros
Enterobactérias KPC, Resisténcia MHT, mCIM, Enterobactérias
produtoras de NDM, VIM, as penicilinas, acido produtoras de
carbapenemase OXA-48, cefalosporinas, bordénico, carbapenemase.
GES, IMP monobactamicos EDTA, Carba Precaucdes de
(exceto metalo- NP, Blue contato e consulta
B-lactamases Carba, PCR, ao especialista
gue podem ensaios de em doencgas

ser sensiveis) e
carbapenémicos
(deve ser
reportado o
resultado da CIM)

fluxo lateral

infecciosas sao
recomendadas

2 Figura adaptada da referéncia.
RA, resisténcia aos antimicrobianos; TSA, teste de sensibilidade aos antimicrobianos; BMD, microdiluicdo em caldo;

DD, difusdo em disco; EDTA, acido etilenodiaminotetracético; ESBL, B-lactamase de espectro estendido; GES, Guiana
B-lactamase de espectro estendido; IMP, imipenemase; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; mCIM, método de
inativacdo de carbapenem modificado; MHT, teste de Hodge modificado; CIM, concentrag¢&o inibitdria minima; MRSA,
S. aureus resistente & meticilina; NDM, New Delhi metalo-B-lactamase; OXA, oxacilinase; PBP, proteina ligadora de
penicilina; PCR, reacdo em cadeia da polimerase; VIM, Verona metalo-B-lactamase codificada por integron

2 Figura adaptada da Organizacdo Mundial da Saude. GLASS (sistema global de vigilancia de RA); Morency-Potvin P, et

al. Clin Microbiol Rev. 2016;30(1):381-407; Asociacion Panamericana de infectologia API. Guia para la implementacion
de un programa de optimizaciéon de antimicrobianos (PROA) a nivel hospitalario. 2016.




Testes diagndsticos rapidos: O Laboratério de Microbiologia Clinica (LMC) estd passando por uma
revolucao diagndstica. Novas tecnologias de diagndstico molecular tém o potencial de transformar
o LMC mais moderno e melhorar o tratamento de pacientes com suspeita de infeccdo, fornecendo
diagndsticos microbioldgicos mais rapidos e robustos.”® Alguns dos métodos disponiveis
atualmente estdo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4
Métodos atuais de testes diagnosticos.3
Métodos sem amplificagao Métodos com amplificagdao Deteccdo direta de amostra
(dependentes do (dependentes do (independente do
crescimento) crescimento) crescimento)
PNA-FISH BD GeneOhm™ SeptiFast
QuickFISH Xpert” MRSA SeptiTest
Verigene' BC GP Xpert Carba Ressonancia magnética T2 de
Verigene' BC GN FilmArray” BCID Candida
FilmArray'/Gl, SNC, trato
respiratorio superior e inferior

BCID, identificacdo de hemocultura; BC GP, hemocultura Gram-positiva; BC GN, hemocultura Gram-negativa; SNC,
sistema nervoso central; FISH, hibridizacao in situ com fluorescéncia; Gl, gastrointestinal; MRSA, S. aureus resistente a
meticilina; PNA, acido nucleico de peptideo

Gestao para testes diagnosticos rapidos: um exemplo com bacteremia

Para escolher o melhor teste diagndstico para bacteremia, considere a gravidade da infeccéo, a
probabilidade de patdégenos multirresistentes, a imunossupressdo e a epidemiologia local.®

No exemplo a seguir, teremos a disponibilidade de quatro testes diferentes:2361013b

1. MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of Flight) é uma tecnhologia
rapida para identificar patdégenos com base em seu perfil proteico. Pode detectar bactérias,
micobactérias, Nocardia, fungos filamentosos e leveduras com alta precisdo. Pode ser realizado
a partir de colbénias ou do frasco de hemocultura positiva usando um protocolo especifico. A
identificacdo pode ficar pronta em minutos. Embora seja um método rapido, pode ter limitacdes
qguando culturas polimicrobianas sdo usadas. Além disso, ndo consegue fornecer marcadores de
resisténcia em tempo real; no entanto, a identificacdo rapida pode ajudar a tomar decisdes de
manejo com um antibiograma local bem estabelecido. Custo por amostra ($)

2. QuickFISH é um método rapido de identificacdo baseado em uma tecnologia de hibridizacdo
in situ com fluorescéncia que pode fornecer resultados para dez patdégenos: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus coagulase-negativo, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Enterococcus faecalis
e Enterococcus faecium, usando microscopia de imunofluorescéncia. Embora seja um método
rapido (a deteccdo do patdgeno fica pronta em 20 minutos), sé consegue identificar os alvos
incluidos no kit e ndo detecta marcadores de resisténcia; ndo obstante, a identificacdo rapida
pode ser valiosa em um hospital com epidemiologia local bem estabelecida. Custo ($$)

3. GenXpert® MRSA ¢ um método rapido de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) realizado
diretamente em frascos de hemocultura positiva quando cocos Gram-positivos morfologicamente
agrupados sao detectados por coloracdo de Gram. Pode identificar S. aureus e ser usado para
detectar amostras de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) por meio da detec¢cdo do gene
mecA; no entanto, sé consegue detectar S. aureus e ndo pode fornecer mais informacodes
sobre outros mecanismos de resisténcia. As decisGes de tratamento devem ser baseadas na
epidemiologia local. Custo ($$$)




4. Sistema FilmArray® ¢ um método de PCR multiplex rapido que pode ser usado para detectar
simultaneamente bactérias e leveduras diretamente de um frasco de hemocultura positiva.
Também pode detectar trés marcadores de resisténcia (mecA, VanA/VanB e KPC). Nao fornece
mais marcadores de resisténcia, mas a epidemiologia local pode ajudar na decisdo do tratamento.

Custo ($$$9%)

> Dr. German Esparza, opinido médica.

Na Figura 2, vocé encontrard uma abordagem racional para a escolha de um teste diagndstico no
cenario de bacteremia com base no conceito de gestdo de diagndstico.

Figura 2.
Conceito de gestao de diagndstico32®
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BCID, identificagdo de hemocultura; FISH, hibridizacdo in situ com fluorescéncia; MALDI-TOF, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time Of Flight; MRSA, S. aureus resistente & meticilina

2 Figura adaptada de Asociacion Panamericana de Infectologia (API). Guia para la implementacién de un programa de
optimizacion de antimicrobianos (PROA) a nivel hospitalario. 2016.
> Dr. German Esparza, opinido médica.




Relatérios de sensibilidade cumulativa aos antimicrobianos™

Os relatdrios de sensibilidade cumulativa a antimicrobianos (RSCA), frequentemente designados

simplesmente como "antibiogramas”, tém muitos usos, incluindo, entre outros, ajudar os prescritores

a selecionar uma terapia eficaz quando os resultados da cultura estdo pendentes, informar e

atualizar as diretrizes locais para o tratamento empirico de infeccdes comuns, atualizar as diretrizes

ou recomendacdes de profilaxia perioperatodria, fornecer uma justificativa para a selecao do

formulario antimicrobiano, fazer um levantamento comparativo da resisténcia local, identificar alvos

para interveng¢des de otimizacdo e ajudar a implementar as melhores praticas, bem como fornecer

um contexto para os resultados de testes de sensibilidade a novos antibiéticos. O CLSI publicou

pela primeira vez as diretrizes para a analise e apresentacdo de dados de testes de sensibilidade

cumulativa em 2002 e as atualizou mais recentemente em 2014.2

Foram incluidas nove recomendacdes para realizar RSCAs precisos:?

e Analisar e apresentar o RSCA pelo menos uma vez por ano

* Incluir somente resultados finais verificados

¢ Incluir apenas espécies com resultados de aproximadamente 30 isolados

e Incluir apenas isolados de diagndstico (ndo de vigilancia)

« Eliminar isolados duplicados por meio da inclusdo apenas de um isolado/por paciente/periodo
de analise

e Incluir apenas antimicrobianos testados rotineiramente

e Informar % S e excluir % |

e Para Streptococcus pneumoniae, incluir dados de pontos de corte para meningite e ndo meningite

e Para S. aureus, informar % S de todos os isolados e do subconjunto MRSA

O microbiologista clinico estd em uma excelente posicdo para entender como essas recomendacdes
influenciam a utilidade dos laudos e para contribuir com os PROAs com base nesses conhecimentos
especializados. Algumas instituicdes também publicaram seus RSCAs online, permitindo que sejam
consultados na web.P

> Dr. German Esparza, opinido médica.
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