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Resumo

InfecBes graves presentes no sangue, por exemplo septicémias, sdo relevantes a nivel
clinico e econdmico. (1) Na sua gestdo € importante obter resultados identificativos
precisos, bem como saber a espécie e suscetibilidade aos antibiéticos. (2)

Tendo em conta que existem métodos mMoOrosos no que respeita o tempo de
processamento, a ciéncia encontra-se em constante evoluc¢do, com a invencéo de novos
métodos, capazes de originar resultados cada vez mais rapidamente. Um deles € o
dRAST, Direct Rapid Antibiotic Susceptibility Test. (3) O dRAST tem a vantagem de
utilizar aliquotas sanguineas retiradas diretamente das hemoculturas positivas,
permitindo reduzir o tempo necessario até a obtencao dos resultados. (4)

Neste projeto, com o objetivo de avaliar a performance do dRAST, efetuou-se o estudo
de 150 isolados bacterianos de 11 espécies Gram negativo para 13 antibidticos, e 100
isolados bacterianos de 8 espécies Gram positivo, para 13 antibiéticos também.
Realizou-se a comparagao com o método de referéncia Vitek 2, no sentido de estimar a
precisao do método dRAST.

Relativamente aos resultados, no total das 1563 analises, 88,74% dos isolados
bacterianos Gram negativo apresentaram resultados congruentes entre os dois
métodos, com 39,67% de Essential Agreements, 20,73% de Categorical Agreements e
28,34% de Different Agreements. Sendo assim, o médico iria prescrever 0 mesmo
antibidtico se baseasse a sua decisdo no dRAST ou no Vitek 2, em 88,74% dos casos.
A nivel de erros, os Major e os Minor Errors encontram-se dentro do intervalo aceitavel.
Apenas os Very Major Errors excederam o intervalo limite para validar o método.

Para o total de 814 andlises a isolados bacterianos Gram positivo, 92,51% dos
resultados levam a mesma decisédo clinica entre o dRAST e o Vitek 2, com 42,75% de
Essential Agreements, 34,28% de Categorical Agreements e 15,48% de Different
Agreements. Relativamente aos erros obtidos, mais uma vez, apenas os Very Major
Errors se encontram acima do limite permitido para a validacdo deste método.

Como conclusédo, os resultados obtidos no dRAST s&o, na maioria, equivalentes aos
obtidos no Vitek 2. Na pratica, o dRAST poderia ser utilizado na determinagdo de
suscetibilidades a antibiéticos em laboratérios clinicos, tornando-se um método
validado.

Palavras-Chave: septicémia, antibiéticos, suscetibilidade, dRAST, bactérias



Abstract

Serious blood infections, like septicemia, are relevant clinically and economically. (1) To
manage it, it's important to obtain precise identifying results, as well to know the specie
and antibiotic susceptibility. (2)

Considering that exist time consuming methods, science is in constant evolution, with
the invention of new methods capable of give results faster and faster. One of this
methods is dRAST, Direct Rapid Antibiotic Susceptibility Test. (3) dRAST has the
advantage of using blood aliquots directly taken from positive blood cultures, allowing to
reduce the time until we have the results. (4)

In this project, with the goal of the performance evaluation of dRAST, we did the study
of 150 bacterial isolates from 11 Gram negative species to 13 antibiotics, and 100
bacterial isolates from 8 Gram positive species, to 13 antibiotics also. We did the
comparison with the standard method Vitek 2, with the aim of knowing the accuracy of
dRAST.

According with the results, for the total of 1563 analysis done from bacterial isolates
Gram negative, 88,74% of the results were consistent between the two methods, with
39,67% of Essential Agreements, 20,73% of Categorical Agreements and 28,34% of
Different Agreements. This way, the doctor will prescribe the same antibiotic if he based
his decision in dRAST or in Vitek 2, for 88,74% of the cases. Relatively to the errors, the
Major and Minor Errors are between the acceptable threshold range. Only the Very Major
Errors exceed the limit to consider the method validation.

For the total of 814 analysis done from bacterial isolates Gram positive, 92,51% of the
results origin the same clinical decision between dRAST and Vitek 2, with 42,75% of
Essential Agreements, 34,28% of Categorical Agreements and 15,48% of Different
Agreements. According with the errors, once again, only the Very Major Errors were
above the limit to validate the method.

As a conclusion, the results obtain by dRAST are, in its majority, equivalents with the
ones obtain by Vitek 2. Practilly speaking, dRAST could be utilized for the determination
of antibiotic susceptibilities in clinical laboratories, becoming a validated method.

Key words: septicemia, antibiotics, susceptibility, dRAST, bacteria
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Introducdo

1 - Infe¢cBes sanguineas

InfecBes sanguineas, como a septicémia, ameacam a vida humana. Além de que
representam um elevado custo para todas as regibes econdmicas. (1) Estas infecdes
sdo comuns em pacientes internados nas Unidades de Cuidados Intensivos, estando
associadas a uma elevada morbilidade e mortalidade. Dois dos fatores de viruléncia que
estdo na origem destas infe¢cdes sado a endotoxina ligada ao lipopolissacarideo (LPS)
nas bactérias Gram negativo e o superantigénio nas bactérias de Gram positivo.

7

Uma toxina é uma substéncia que altera o metabolismo normal das células do
hospedeiro, com efeitos prejudiciais para este. E um fator de viruléncia, e existem duas
categorias: exotoxinas e endotoxinas. A endotoxina, ou lipido A, encontra-se no LPS,
localizado na membrana exterior da parede celular das bactérias Gram negativo, sendo
libertado aquando da lise do microrganismo. E responséavel pela ocorréncia de febre,
ativagdo da cascata de coagulagéo e inflamag&o no hospedeiro. Esta situagéo podera
resultar em choque sético, uma inflamacao geral causada por grande concentracdo de
lipido A no sangue, sendo uma situacgao irreversivel.

As exotoxinas sdo proteinas sollveis, secretadas por bactérias Gram positivo.
Normalmente séo libertadas enquanto ocorre crescimento bacteriano, podendo chegar
a outras células, tecidos e 6rgaos pela corrente sanguinea. As exotoxinas sao capazes
de provocar uma resposta imunolégica drastica, resultando em toxicidade sistémica e
supressdo da resposta imunitaria especifica do hospedeiro. Os superantigénios sao
fatores de viruléncia, responsaveis por morte celular. Um exemplo de um superantigénio
€ a toxina da sindrome do choque téxico (TSTT), produzida por algumas estirpes de
Staphylococcus aureus.

2 - Tratamento empirico de infecdes graves

Para gerir este tipo de infecdes mais graves os microbiologistas clinicos precisam de
resultados identificativos precisos, no sentido de saberem qual a espécie que esta a
causar a infecdo, qual o perfil de suscetibilidade e identificar a origem da infeg&o. (2)

Como é necessério algum tempo para obter este tipo de informacédo, a maioria das
infecbes sdo tratadas empiricamente, em particular, com antibioterapia de largo
espectro. (5) Sdo administradas doses mais elevadas numa duragdo mais reduzida,
como tentativa para impedir a emergéncia e selecdo de microrganismos resistentes. (6)
No entanto, é possivel melhorar o uso dos antibioticos, com base em caracteristicas
individuais de cada paciente, como: a apresentacao clinica, flora predominante e perfis
de suscetibilidade aos antibiéticos. De acordo com a representacdo esquematica
apresentada na figura 1 h4 uma relacao estrita entre a terapia, o hospedeiro e a bactéria
gue causa a infegéo. (7)
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Fig.1 — PirAmide das doencgas infeciosas

Existem, também, fatores contribuintes para esta falha terapéutica, como: a idade e
debilidade, exposicdo prévia ao mesmo antibiético, uso de antibioticos de espectro
alargado, estadias hospitalares prolongadas, presenca de dispositivos médicos
invasivos e desrespeito pela dose e duracdo de tratamento. (6) Neste assunto o
provérbio “quanto mais cedo, melhor” aplica-se, para ser possivel reduzir as taxas de
mortalidade, complicacbes e custos em saude. (8) Assim que o0s resultados estao
disponiveis, € necessario implementar uma antibioterapia mais direcionada (e de menor
espectro) ao microrganismo identificado. Este processo € especialmente necessario
para 0s microrganismos potencialmente resistentes aos antibiéticos. (9)

Em contrapartida, existem estratégias para superar as falhas terapéuticas, como: a
consulta de infeciologistas, basear as decisGes nos microrganismos patogénicos mais
comuns em meio hospitalar, métodos de identificacdo rapidos, diminuicdo do tempo de
utilizacdo dos dispositivos médicos invasivos e de permanéncia hospitalar, combinacdes
e rotacdo de antibioticos. (10)

3 - Melhoria do uso da antibioterapia com a realizac&do de antibiogramas

A gestdo da utilizacdo dos antibidticos é definida pela selecdo, posologia e duracdo
terapéutica. Por sua vez, vai ser determinada a melhor resposta clinica no tratamento
ou prevencao de uma infecdo. Tem como finalidade ser uma escolha ponderada, com
o0 minimo de toxicidade para o paciente. (11)

Este programa tem trés objetivos:

- Selecionar e usar a terapéutica antibiotica da melhor — e mais inteligente - forma
possivel, respeitando a politica dos “4 D’s” — com a escolha do farmaco certo, na dose
certa, com a duracdo do tratamento apropriada e sendo efetuada uma de-escalada
terapéutica (com ajuste da dose ou substituicdo de um farmaco por outro);

- Evitar o uso excessivo ou incorreto dos antibiéticos;
- Minimizar o desenvolvimento de resisténcias.
A gestao da terapéutica antibiotica oferece, ainda, a possibilidade de comparar taxas de

suscetibilidade e resisténcia com outros hospitais, permitindo determinar tendéncias e
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padrbes a nivel nacional, ou mesmo para um continente inteiro, com cooperacao entre
varios paises. Existe, também, a possibilidade de ocorrerem diferentes padrdes dentro
de um mesmo hospital. (12) Os niveis de cura e sobrevivéncia tornam-se superiores
com a utilizacdo dos dados obtidos, permitindo uma reducéo de custos em saude.

Hé& que ter em conta que cada programa é especifico, ndo havendo uma guideline que
se transponha a todo o mundo. Sendo assim, é necessaria flexibilidade nas decisdes de
cada hospital, mantendo presente a variabilidade do processo. Existem apenas
principios gerais por onde cada responsavel regional ou hospitalar se pode guiar,
chamados de “Hospital Core Elements”. (37) Este documento refere uma equipa
multidisciplinar, com profissionais de diferentes ramos (médicos gerais e infeciologistas,
farmacéuticos, enfermeiros) que deve estar presente em cada local. Além disso,
menciona o papel relevante do laboratério de Microbiologia, fazendo as analises
necessarias para auxiliar na revisdo da primeira terapéutica, implementando testes
rapidos para o diagnéstico das infegbes e servindo como suporte as decisbes dos
médicos, com relatérios detalhados e concretos. (13)

Com base neste programa, foi feita a sele¢éo dos antibiéticos a testar no dRAST. Assim,
foram selecionados antibiéticos mais comumente utilizados na pratica clinica, que
constituem as primeiras linhas de tratamento antimicrobiano para certas bactérias.

4 - Bactérias multirresistentes no hospital
4.1 - Bactérias Gram negativo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) referiu-se a resisténcia aos antibioticos como
um assunto que afeta a seguranca da salde mundial, que necessita de acao em todos
0s setores governamentais e da sociedade como um todo. Foi entdo publicada uma lista
de bactérias resistentes. Nesta lista encontram-se as Enterobacteriaceae produtoras de
B-lactamases de largo espectro (ESBL-E) e as Enterobacteriaceae produtoras de
Carbapenemases (CPE), possiveis de se encontrar por todo o globo. Estas bactérias
estdo associadas a um aumento da taxa de mortalidade e custos em cuidados de salde,
mais tempo necessario até a antibioterapia fazer efeito e, portanto, estadias hospitalares
prolongadas. (14)

As Enterobacteriaceae sdo uma familia de bactérias que incluem: Escherichia coli,
Klebsiella spp., e Enterobacter spp. Sdo uma causa comum de infecées adquiridas em
meio hospitalar, sendo que também foram encontradas infe¢des adquiridas na
comunidade. Estas bactérias apresentam multiresisténcia aos antibioticos, dada a
aptiddo em adquirirem genes que expressam proteinas capazes de hidrolisar os
antibiéticos, um dos principais mecanismos de resisténcia que as bactérias utilizam para
inactivar os antibiéticos.

Estas proteinas tém actividade enzimatica, vulgarmente denominadas de 3-lactamases,
estando agrupadas em 4 classes — A, B, C, D - de acordo com “Ambler Classification
System”. As classes A, C e D tém como centro ativo uma serina, enquanto a classe B
tem um ido zinco no centro ativo, denominado de metaloenzima. As enzimas das CPE
pertencem a trés classes: A, B e D. (15) Por este motivo, existe uma relevante
preocupacéo por parte da Organizacdo Mundial de Saude. Como tal, € justificacdo para
a existéncia de métodos identificativos e testes de suscetibilidade a antibiéticos cada
vez mais rapidos e precisos.
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N&do ha muitos antibidticos que sejam ativos para as bactérias CPE, visto estas
conseguirem hidrolisar/inactivar a maioria dos antibidticos B-Lactamicos. Para além
desse mecanismo, estas bactérias possuem outros mecanismos de resisténcia que
fazem com que também néo seja possivel utilizar outras familias de antibiéticos, como
as fluoroquinolonas e os aminoglicosideos. Sendo assim, estas familias também néo
sdo opcdes terapéuticas para as CPE, seja por serem ineficazes, pela relagcéo efeito-
toxicidade néo ser vantajosa, ou pela resisténcia apresentada.

A figura 2 mostra a prevaléncia e os diferentes tipos de enzimas (KPC, NDM, OXA-48,
VIM) responséveis pela resisténcia aos Carbapenemos na Europa, com base num
estudo efetuado em 2015. (14)
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Fig. 2 — Enzimas responsaveis pela resisténcia aos Carbapenemos na Europa, 2015

A alinea a) da figura 2 mostra a percentagem de isolados resistentes aos
Carbapenemos, determinada pelo European Centre for Disease Prevention and Control,
num relatério de vigilancia efetuado por esta agéncia, em 2015. Cada pais tem uma cor
gue esta de acordo com as gamas de percentagens apresentadas na alinea a).

A alinea b) refere-se as enzimas (KPC, NDM, OXA-48, VIM) responsaveis pela
resisténcia aos Carbapenemos. Cada enzima esté relacionada a uma cor, traduzindo-
se em gréficos circulares para cada pais, com a representacdo de cada enzima e sua
percentagem.

A alinea c) reflete gréaficos de barras, com o nimero total de isolados bacterianos de K.
pneumoniae testados em cada pais.

Conseguimos perceber que alguns paises, como a Itdlia, Chipre e Roménia tém
prevaléncias elevadas da resisténcia aos Carbapenemos (a partir de 10%). Em Portugal,
Espanha, Eslovénia, Croacia e Bulgéria, o nivel de resisténcias encontra-se entre 5 a
10% dos casos. Assim, a distribuicAo das Enterobacteriaceae produtoras de
Carbapenemases, € variavel entre paises. E entdo muito importante que sejam feitos
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estudos de vigilancia as bactérias resistentes, especialmente em meio hospitalar.
Estudos que podem ser feitos por laboratérios de Microbiologia em hospitais
universitarios, por exemplo. (16) Além disso, com os dados obtidos nesses estudos, é
mais facil a prevencdo da disseminacdo de bactérias resistentes e a escolha da
antibioterapia mais apropriada. (17)

4.2 - Bactérias Gram positivo

Dentro deste grupo destacam-se as estirpes dos géneros Staphylococcus e
Enterococcus. O Staphylococcus aureus além de ser uma bactéria potencialmente
patogénica, € resistente aos antibidticos B-Lactamicos, com especial importancia a
meticilina, dai a abreviatura de “meticilina resistente Staphylococcus aureus” em MRSA.

As infe¢cdes adquiridas na comunidade estdo normalmente associadas a fatores de
viruléncia responsaveis por infe¢cdes cutaneas (por exemplo, a celulite e impetigo), e a
pneumonia, endocardite e meningite, enquanto no meio hospitalar as infe¢cdes
nosocomiais ou infe¢cdes associadas aos cuidados de saude (IACS) estdo associadas a
multirresisténcia.

A incidéncia de MRSA é elevada, resultando em aumento do tempo de hospitalizagéo,
elevadas taxas de mortalidade, e originando custos incrementados de saude. (18) A
causa desta resisténcia € a impossibilidade dos antibidticos B-Lactamicos inibirem a
atividade transpeptidica da proteina de ligacéo a penicilina (PBP2a). E o que acontece
com a meticilina, fazendo com que a sintese da parede bacteriana ocorra normalmente,
nado resultando em lise celular e consequente morte da bactéria. Desta maneira, é
necessario procurar antibidticos alternativos, como é o caso da vancomicina,
clindamicina, gentamicina, acido fusidico, linezolid, teicoplanina e tetraciclina. (19)

Outra bactéria relevante é o Enterococcus faecium resistente a vancomicina. Os
Enterococcus pertencem a microbiota do sistema gastrointestinal, e habitualmente néo
séo patogénicos. Quando o sdo, causam infe¢des urinérias, endocardite e abcessos,
podendo disseminar-se a nivel hospitalar. A familia dos Enterococcus inclui a espécie
Enterococcus faecium, que se destaca pela aquisi¢cao de resisténcia a varias classes de
antibidticos. Devido a todos estes fatores, a OMS deu elevada prioridade ao combate
dos Enterococcus faecium resistentes a vancomicina, com a necessidade de procura de
opc¢Oes terapéuticas eficazes e disponiveis. (20)

Na figura 3 encontramos a distribui¢éo da resisténcia do E. faecium na Europa, em 2014.
(18)
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Fig. 3 — Percentagem de isolados de E. faecium resistentes a vancomicina, por pais,

em 2014

Paises como a Roménia, Grécia e Republica da Irlanda tém uma incidéncia desta
resisténcia muito elevada (representados a vermelho, com incidéncias entre 25 e 50%).
Portugal, Reino Unido, Letonia, Croacia, Eslovaquia, Bulgéaria e depois Italia, Alemanha
e Hungria, sdo paises com incidéncias intermédias (representados a laranja e amarelo,
consecutivamente), entre 5 a 25%.

Na figura 4 é possivel comparar o0 aumento da incidéncia desta bactéria em 2018. (20)

| __TRE

1% 5%
CO5%0410%
I 10% to < 25%
. 25% 10 50%
. = 50%

[==1 No data reported or fewer than 1o Isolates
[ NotIncluded

Non-vislble countries
[ Uechtensteln
I Luxembourg
I Malta

Fig. 4 — Percentagem de isolados de E. faecium resistentes a vancomicina, por pais,
em 2018
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Por comparacéo entre as figuras 3 e 4, com dados de 2014 e de 2018, é possivel
perceber que ocorreu um aumento da resisténcia a vancomicina, a nivel europeu.
Aconteceu, sobretudo, nos paises de leste, cuja disseminacao desta resisténcia atingiu
0s paises vizinhos.

5 - Métodos de identificacdo bacteriana e de determinacdo da suscetibilidade aos
antibiéticos
5.1 - Vitek 2

Um equipamento utilizado como método de identificacdo de rotina em muitos
laboratérios € o Vitek 2. Avalia bactérias Gram positivo, na forma de cocos, e bactérias
Gram negativo, na forma de bacilos. (8)

Este equipamento usa uma carta descartavel, onde € colocada a suspensao bacteriana.
Esta carta é Unica para cada amostra, e contém pelo menos um po¢o usado como
controlo positivo (que ndo tem nenhum antibidtico, s6 serve para mostrar que o isolado
bacteriano é viavel), e pocos que contém concentragdes crescentes de Varios
antibioticos.

A carta descartavel necessaria para efetuar os testes de suscetibilidade aos antibiéticos
(TSA) esté representada na figura 5.

Weight :
15 grams
.

Bar code
.

64 wells
.

Integrated
transfer
tube

.

Fig. 5 — Carta descartavel para TSA

O crescimento bacteriano é monitorizado continuamente em todos 0s pocos, atraves da
medicdo de turvacdo por fluorescéncia. Na figura 6 estd representada a curva de
crescimento bacteriano, que permite determinar a relacdo entre o crescimento da
bactéria no poco de controlo positivo com o crescimento da bactéria em cada um dos
pocos com antibidticos. E de referir que o comprimento da fase de laténcia e o declive
durante a fase exponencial sdo caracteristicas do prOprio microrganismo, e que
contribuem para a identificag@o Unica.
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Fig. 6 — Curva de crescimento bacteriano

E possivel calcular a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), que representa a
concentracdo minima de um antibi6tico, sob condi¢des experimentais bem definidas,
capaz de inibir o crescimento de um microrganismo. O calculo da CMI é feito pela
relacdo entre o crescimento bacteriano do isolado com CMI's ja estabelecidas de
isolados padrao/referéncia, inseridos numa base de dados do sistema operativo do
equipamento. Estdo padronizados os parametros de referéncia, tanto na identificacao,
como nos mecanismos de resisténcia. Sendo assim, € possivel efetuar a comparacéo
das amostras com a maioria dos isolados padrdo. Tem, também, o beneficio adicional
de detetar resisténcias tardias.

Uma vantagem do Vitek 2 em relacdo a outros equipamentos de rotina € a medicao de
inimeros parametros num so isolado, sendo esta medicdo continua e nao apenas no
final. Assim, ndo é necessaria a utilizacdo de pocos diferentes para diferentes
concentracdes de um mesmo antibiotico (figura 7). (38)

Percent Change

Time in Hours
Conc. ===00 =05 20 =80

Fig. 7 — Atividade de um microrganismo com diferentes concentragdes de um mesmo
antibiotico
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Este avanco tecnoldgico permite poupar espaco e € rentavel, visto que a partir de um
poco podemos obter informacdo para diferentes concentracdes. Confere entao,
beneficios financeiros, mas também clinicos, com uma identificacdo bacteriana mais
rapida, melhorando a terapéutica e o resultado clinico dos pacientes. Com a medicao
continua, conseguimos também saber, para além da CMI, o tempo de incubacgéo (fase
de laténcia) necessério para cada microrganismo, pelo tempo que demora o
crescimento bacteriano.

5.2 - Direct Rapid Antibiotic Susceptibility Test (ARAST)

Devido ao tempo que varios equipamentos demoram a dar resultados, novos métodos
sao concebidos, com o objetivo de originar resultados cada vez mais rapidos e precisos.
O dRAST, Direct Rapid Antibiotic Susceptibility Test, projetado pela QuantaMatrix, € um
deles. (3)

Semelhante ao Vitek 2, este equipamento usa painéis com pogos, neste caso 96,
havendo painéis especificos para bactérias Gram positivo e bactérias Gram negativo.
Esta especificidade depende dos antibidticos que podem ser utilizados, 17 antibiéticos
para bactérias Gram positivo e 19 para bactérias Gram negativo, na maioria diferentes
entre si. Nas listas seguintes € possivel identificar quais os antibioticos permitidos, e em
gue concentra¢cdes sdo analisados, para cada tipo de bactérias.

Amikacin 0.5, 4, 8, 16, 32 . L4 . .
Amoxicillin/Clavulanate 2/1, 8/4, 16/8 .

Ampicillin 1,8 16 i
Ampicillin/Sulbactam 1/0.5, 8/4, 16/8 . »

Aztreonam 1,248 16 . . .

Cefazolin 05 2, 4 .

Cefepime 025 1,2 4, 8 16 . . . .
Cefotaxime 1,2 4, 8 16, 32 i L] .
Ceftazidime 051,248, 16 . . . . . °
Ciprofloxacin 0.06, 012, 0.25,05, 1, 2 . . . .

Colistin 012, 2 . .

Ertapenem 0518 .

Gentamicin 025 2,4, 8 . . . .

Imipenem 051, 24,8 . . . .
Meropenem 012,1,2, 4,8 g . . . .
Minocycline 012,1,4, 8 . . .

Piperacillin/Tazobactam 4/4, 8/4, 16/4, 32/4, 64/4 . . . .
Trimethoprim/Sulfamethoxazole 0.5/9.5, 2/38, 4/76 . . . ] .
ESBL .
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Ampicillin 025,248
Ciprofloxacin 012,1,2 .
Clindamycin 0.03, 0.25,05, 1, 2 .
Erythromycin 051,24 .
Gentamicin 1,248 16 .
Levofloxacin 0321, 2 °
Linezolid 05,2 4 .
Oxacillin 0.06, 0.25, 05, 1, 2 .
Penicillin 012,025 05,1,2,4,8 .
Rifampin 0.06, 0.12, 0.25, 05,1, 2, 4 .
Tetracycline 1,248, 32 .
Tirimethoprim/Sulfamethoxazole 0.5/9.5, 2/38, 4/76 .
Vancomycin 05,2 4, 8,16 .
Cefoxitin screen 05, 4,8 .
Gentamicin high level 128, 256, 500
Streptomycin high level 512, 1000
Inducible Clindamycin resistance 0.5/4 .

Fig. 8 A e 8 B — listas com os antibioticos, e em que concentracdes, utilizados no
dRAST, para bactérias Gram positivo e Gram negativo

Notas:

1) Cada antibiotico esta expresso em diferentes concentracdes, de forma a ser possivel
determinar a CMI.

2) Nem todas as espécies bacterianas séo estudadas para todos (e para 0s mesmos)
antibidticos, visto que na pratica clinica, ha antibioticos que ndo sao efetivos para certas
bactérias. Assim, torna o teste mais produtivo, evitando analises desnecessarias.

3) Ha antibiéticos comuns entre as bactérias Gram negativo e positivo, apesar de serem
uma minoria, pois habitualmente o tratamento entre estes dois tipos de bactérias €
diferente.

Para além de antibi6ticos desidratados em painéis, sdo usados consumiveis, que
incluem um gel de agarose, para imobilizar as bactérias, e um meio de cultura,
responsavel pelo crescimento. O equipamento inclui um bracgo robdético automatizado
gue transfere as bactérias para o0 meio de cultura e adiciona os antibiéticos.

© Panels 0 Gel

+ GP/GN panels for positive blood culture Agarose for immobilizing bacteria

* Patented micro-patterned 96 wells with dried

17 GP / 19 GN antibiotics L C—

© Broth

Growth media & pipette tips
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Fig. 9 — Imagem exemplificativa dos painéis, gel de agarose e meio de cultura
utilizados no dRAST

A forma radial dos poc¢os ajuda na dispersao da agarose, por efeito de capilaridade, até
se formar uma matriz em forma de disco, que se estende por todo o0 pogo. Esta matriz
solidifica a temperatura ambiente (os consumiveis sdo guardados em camara frigorifica
até serem utilizados). Apés a solidificagéo, a cultura bacteriana é colocada nos pogos
que contém antibiético, difundindo-se pela matriz de agarose. O sistema € colocado 6h
em incubacdo a temperatura de 35°C + 1.5°C (dentro do equipamento). (4)

O equipamento contém um sistema O6tico que visualiza 0os po¢os em tempo real,
registando fotograficamente a atividade, pelo menos no tempo inicial e apés as 6h.
(figura 10) As imagens sao utilizadas para determinar a CMI, através do célculo da area
de formacgdo da microcolénia e criacdo de uma curva de crescimento. A CMI é
interpretada em suscetivel, intermédia ou resistente versus os valores standard
referidos em guidelines, para cada espécie bacteriana e antibidtico estudado.

Resistant

Susceptible

Fig. 10 — Fotografias do crescimento bacteriano em diferentes tempos (horas)

Nota: ocorrer crescimento de microcolonias significa que estas sao resistentes ao
antibiético estudado, sendo que se ndo houver crescimento ha suscetibilidade a este.

O proximo esquema descreve todo o procedimento 6tico do dRAST, passo a passo. (21)
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Fig. 11 — TSA autométicos com a detecdo da formacgéo de microcolbnias

De acordo com a numeragédo da Fig.11 o processo resume-se em:

A — Sao tiradas fotografias automaticamente, sendo os dados transferidos para o
sistema analitico.

B — Imagens de varias fotografias da K. pneumoniae em diferentes concentragfes de
amoxicilina + acido clavulanico.

C - As fotografias de B s&@o processadas, sendo que quanto mais destacada é a
imagem, mais microcolonias estéo presentes.

D — E originado um grafico correspondente as microcoldnias visiveis em C, sendo que
com concentracdes maiores do antibiético, h4 menos formag&o de microcoldnias.

E — E calculada a taxa de crescimento normalizada para todas as concentracdes do
antibidtico. Valores superiores a 20% sao referidos como crescimento. Portanto, para a
concentracao 32/16 pg/ml, como a taxa € de 2,3%, foi considerada uma auséncia de
crescimento, e o valor de CMI foi determinado para essa concentracao.

F- Relatorio final que expde a identificagdo da bactéria e os critérios de interpretacédo
para a CMI, bem como a suscetibilidade ao antibiotico estudado.
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Os métodos que testam a suscetibilidade antimicrobiana convencionais (TSA) precisam
de mais tempo para processar e originar resultados. Muito devido ao facto de ser
necessario preparar as amostras, realizando subculturas de isolados bacterianos,
durante 18 a 24h. Para colmatar esta desvantagem, o dRAST € capaz de realizar a
inoculagéo direta a partir das hemoculturas positivas. Assim, é possivel reduzir tempo
de preparacdo de amostras, diminuindo o tempo total necessario para obtencdo de
resultados, permitindo um tratamento antibidtico otimizado mais cedo. (3) (4) Por
comparacdo, o Vitek 2 necessita de uma preparacdo prévia do microrganismo
(subcultura) a partir da hemocultura positiva. (22)

O dRAST origina valores de CMI, como outros métodos de referéncia, com a diferenca
de necessitar de apenas 6h, ap0s a obtencdo de hemoculturas positivas, em
comparacdo com 2 ou 3 dias para os testes convencionais. Com este método é possivel
encurtar 1 ou 2 dias de espera dos resultados, como esta descrito nas figuras 12 e 13.

dRAST™ from PBC

ARAST™ Save 2 days
AST I
Conventional AST

0 Day 1 Day 2 Days 3 Days

Fig. 12 — Tempo médio necessario para obter os resultados a partir dos testes de
suscetibilidade a hemoculturas positivas — comparacdo do dRAST aos métodos
convencionais

Gram-negative
644

Gram-positive
647

143

Total
645

[ drasT
20 40 60 [ Vitek2 or Microscan
Time from positive blood culture detection (h)

o -

Fig. 13 — Tempo médio necessario para obter os resultados a partir dos testes de
suscetibilidade a hemoculturas positivas — comparagéo entre bactérias Gram positivo e
Gram negativo, para o dRAST e Vitek 2
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Tal como o Vitek 2, 0 dRAST permite a andlise totalmente automatizada e continua (sem
intervencdo humana), exceto na colocacdo dos consumiveis, painéis e hemoculturas
positivas, uma Unica etapa simples, que demora menos de 5 minutos.

O dRAST tem outras vantagens Unicas: ndo € necessario preparar os reagentes, ja vém
prontos do fabricante; o equipamento tem um sistema de controlo da temperatura; é
simples de atualizar os antibiéticos incluidos nos painéis; os resultados séo facilmente
interpretados e o equipamento pode ser usado em todo 0 mundo (com adaptacao dos
antibiéticos). De cada vez, é possivel analisar 12 painéis (e portanto 12 hemoculturas
positivas), sendo que os resultados obtidos ficam automaticamente guardados na base
de dados e acessiveis em qualquer computador com o software instalado.

Importa, ainda, salientar que o dRAST apresenta algumas desvantagens, visto que
existem laboratérios ndo se encontram em funcionamento 24h/24h, e por isso, o tempo
necessario até a obtencdo dos resultados podera ser superior. (3) Além disso, é
necessario fazer a identificacdo prévia das hemoculturas positivas, quer seja usando o
MALDI TOM MS ou o Vitek 2. E uma técnica mais cara, a nivel do proprio equipamento,
material consumivel necessario e formagcdo de pessoal. No entanto as despesas
poderédo ser inferiores a longo prazo. (23)

E de salientar que, através de um maior tempo de andlise, deixando uma incubagéo por
mais tempo, que permita o crescimento das colonias, seria possivel obter percentagens
de erro menores. Ou seja, a andlise efetuada pelo dRAST demoraria mais tempo,
ficando semelhante aos métodos de rotina. No entanto, aumentaria a precisao do
método. (3)

5.3 - Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI TOF MS)

Para identificacdo de hemoculturas positivas, existe, também, o equipamento MALDI
TOF MS - Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry. E aplicavel a varios tipos de microrganismos, incluindo bactérias Gram
negativo e Gram positivo.

Neste método, as colénias microbianas sdo colocadas em meios de cultura, cobertas
com uma matriz e secas. De seguida, as placas sdo colocadas numa camara de
ionizacdo, onde vai ocorrer uma aceleracao em campo elétrico, levando a irradiacao por
um laser. Depois disso, 0os microrganismos sao identificados através das suas proteinas,
pelo tempo que demoram a passar uma distancia padronizada. O tempo é traduzido em
massa (especifico para cada organismo), criando um espectro. O espectro é comparado
com os espectros de referéncia, existentes na base de dados do equipamento. E feita a
identificacdo da espécie pela percentagem de semelhanca entre os dois espectros.
Quanto maior for a percentagem de semelhanga, mais valido e fidvel & considerado um
resultado. O MALDI TOF MS também pode ser utilizado para detetar resisténcias,
através da comparacao de espectros quando estes se referem a mesma espécie mas
tém diferengas entre si. (24)

A figura 14 é uma representacdo esquematica referente ao MALDI TOF MS.
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Fig. 14 — Esquema do MALDI TOF MS

Este equipamento tem como vantagens: a identificacdo de uma vasta gama de
microrganismos e espécies; ser simples e de confianga; ser automatizado e s6 serem
necessarias algumas células. (25) Além disso, € um método rapido visto que consegue
processar até centenas de amostras. (26) Devido as inlmeras vantagens, é uma técnica
largamente implementada em laboratérios de Microbiologia.

No entanto, tal como qualquer método, o MALDI TOF MS tem algumas desvantagens:
0 operador tem que aprender a trabalhar com o software; o custo de aquisicdo do
equipamento é muito elevado (mesmo com o custo para identificacdo de cada isolado
ser mais baixo, quando comparado com outros métodos convencionais), e pode haver
erros se o operador ndo trabalhar com condi¢cdes apropriadas de higiene, visto que se
houver transferéncia de bactérias ndo patogénicas, por exemplo da pele do operador
para o isolado que vai ser analisado, estas vao ser detetadas e irdo interferir com o
resultado final, induzindo em erro. (27)

6 — Objetivos

Como aluna do programa Erasmus+ estive no laboratdrio de Microbiologia do Hospital
de Liege, com um projeto que consistia na avaliagdo da performance clinica do dRAST.
O dRAST foi usado para realizar os testes de suscetibilidade aos antibioticos (TSA) em
hemoculturas positivas. Este projeto € parte de um estudo que abrange varios hospitais
de diferentes paises.

A minha formacéo teve como objetivos concretizados a validacdo da performance do
dRAST, em comparagao com o método de rotina Vitek 2, e também a avaliacdo do seu
potencial clinico na gestédo da terapéutica de doentes hospitalizados.
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Materiais e Métodos

7 —Isolados bacterianos estudados

Foram estudados isolados bacterianos de hemoculturas positivas provenientes de
pacientes do hospital de Liege entre Dezembro de 2019 e Junho de 2020, que foram
analisados no laboratério de Microbiologia do proprio hospital. Os pacientes, do sexo
masculino e feminino, tinham diferentes idades, desde criancas a idosos.

Foram incluidas todas as hemoculturas previamente identificadas com isolados Gram
negativo (na forma de bacilos) e Gram positivo (na forma de cocos), dentro das espécies
permitidas pelo dRAST. Foram excluidas hemoculturas que apresentaram no Gram
mais que um tipo de morfologia bacteriana ou que continham leveduras, para se poder
trabalhar com uma cultura pura. Das hemoculturas analisadas, efetuou-se o estudo de
150 isolados Gram negativo e 100 isolados Gram paositivo.

Os resultados foram comparados com valores do método de referéncia para o TSA
utilizado nesta instituig&o, o Vitek 2, no sentido de estimar a precisdo do método dRAST.
A performance clinica inclui valores de CMI e interpretacdo em suscetivel, resistente ou
nivel intermédio.

8 — Antibidticos utilizados

A avaliacdo da suscetibilidade bacteriana pelo dRAST foi efetuada para os seguintes
antibioticos, agrupados por classes. O projeto incluiu o estudo de 13 antibiéticos para
cada tipo de bactéria.

Para as bactérias Gram negativo, foram usados, de acordo com a figura 15:

B-Lactamicos
amoxicilina + Cefalosporinas: Carbapenemos: | piperacilina
ampicilina acido cefepime, cefotaxime imipenem e +
clavulanico e ceftazidime meropenem tazobactam
Quinolonas
ciprofloxacina levofloxacina

Aminoglicosideos

amicacina gentamicina

Outros

trimetroprim + sulfametoxazole
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Fig. 15 — Lista correspondente aos antibiéticos para os quais foram analisadas as

bactérias Gram negativo

Para as bactérias Gram positivo, foram usados, de acordo com a figura 16:

B-Lactamicos ampicilina oxacilina
Lincosamidas clindamicina
Macrolidos eritromicina
Quinolonas levofloxacina
Aminoglicosideos gentamicina
Oxazolidonas linezolid
Glicopéptidos teicoplanina vancomicina
daptomicina acido fusidico

Outros : —
rifampicina

Fig. 16 — Lista correspondente aos antibioticos para os quais foram analisadas as
bactérias Gram positivo

9 - Método de incubacao das hemoculturas — BacT/ALERT®

Os frascos das hemoculturas devem ser transportadas diretamente da colheita para o
laboratério, o mais atempadamente possivel, de preferéncia com um atraso maximo de

duas horas. A primeira etapa a realizar no laboratério € a colocacdo no sistema
BacT/ALERT®.

O BacT/ALERT® é um sistema automatico e rdpido de incubacgdo de frascos de
hemocultura. Foi utilizado no dia-a-dia do laboratério de Microbiologia do Hospital de
Liége. E um sistema intuitivo e facil de usar. E composto por gavetas, com capacidade
para centenas de frascos de hemoculturas. O frasco tem de ser especifico para o
equipamento, e contém sensores no fundo para que seja visivel a mudanca
colorimétrica. Durante a incubacéo, vai ocorrer uma mudanca colorimétrica irreversivel
com a alteracdo de pH, por aumento do CO; produzido pelos microrganismos. (39)

Positive

Negative
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Fig. 17 — Frascos de hemoculturas utilizados no sistema BacT/ALERT® - mudanca de
cor caso haja a presencga de um microrganismo

O sistema BacT/ALERT® mede as alteracdes a cada 10 minutos. Se no frasco estiver
presente uma hemocultura positiva, € gerado um alerta sonoro e luminoso, visivel no
ecrd do equipamento, para o frasco ser retirado e serem feitas mais analises. Estes
frascos sdo mantidos a temperatura ambiente, nunca refrigerados nem conservados no
frio, pelo menos antes de serem feitas todas as andlises necessarias.

Se nao soar nenhum alerta até cinco dias apés a colocac¢ao dos frascos de hemocultura
no equipamento, o frasco é rejeitado, considerando-se “auséncia de crescimento”. No
entanto, em alguns casos, é necessario prolongar o tempo de incubacéo, por exemplo
para bactérias de crescimento lento. (40)

10 - Métodos de identificagdo tradicionais
10.1 - Gram

Um dos primeiros métodos a ser realizado no laboratorio € a coloragdo de Gram, apés
um isolado ser identificado como positivo pelo sistema BacT/ALERT®.

Com a coloracao de Gram obtemos os primeiros resultados relativamente a natureza do
microrganismo presente: levedura ou bactéria. O objetivo sera decidir que carta utilizar
(quer seja no Vitek 2 ou no dRAST) no que respeita o tipo de microrganismo presente.
(28)

Ter em conta que com o Gram pode ndo ser possivel detetar a presenca de mais que
uma espécie na mesma amostra. S6 posteriormente, numa subcultura, se obtera essa
informac&o. (8) De acordo com o resultado da coloracao de Gram, e da situagéo clinica,
o laboratério pode ligar ao médico ou a equipa responsavel pelo paciente, para dar
conhecimento da presenca de uma bactéria Gram positivo ou Gram negativo. (29)

10.2 - Meios de cultura especificos para bactérias Gram positivo e Gram negativo

Consoante o resultado do Gram, efetuou-se de seguida a sementeira para meios em
gelose solida. Estes meios séo especificos para as diferentes bactérias, sendo que
foram utilizados: para Gram positivo — gelose Columbia com 5% de sangue de ovelha,
e para Gram negativo — gelose Mac Conkey com cristal violeta. Para espécies
bacterianas especificas, ou mesmo para leveduras, sao utilizados outros meios, sendo
gue também séo diferentes no caso dos microrganismos serem aerobios ou anaerébios.

E feita uma incubac&o até o crescimento de colonias ser visivel, geralmente durante 18h
a 24h, a 37°C. Com a sementeira ja € feita uma primeira distincdo visual entre os
diferentes tipos de bactérias. (8)

27



11 - Métodos de identificacdo e TSA automatizados

Os métodos de identificacdo que testam a suscetibilidade bacteriana a antibioticos
(TSA) séo essenciais para guiar o tratamento a bactéria que estd a causar a infecao,
num certo paciente. Estes métodos sdo baseados na detecdo de resisténcias através
do crescimento bacteriano, na presenca de certos antibiéticos, sendo métodos muito
sensiveis. (24) Os métodos mais atuais séo variagdes de dois métodos tradicionais, ha
muito implementados e usados como rotina nos laboratérios de Microbiologia. (29)

Um destes métodos é o Disk Diffusion Test, ou Teste de Kirby-Bauer, que compara
pontos de corte de CMI da cultura bacteriana em analise com os pontos de corte
standardizados a nivel europeu, apresentados pelo EUCAST. Utiliza meios de cultura
com agar Mueller-Hinton, onde é semeada a cultura bacteriana. Depois, s&o
posicionados discos de antibiéticos, separados entre si, e colocados em incubacao a
35°C, por 24h. Apds esse tempo, sdo observados halos em redor de cada antibidtico,
cujo diametro vai ser medido, relacionado e calibrado com a CMI standard apresentada
pelo EUCAST, originando um resultado suscetivel, intermédio ou resistente. Os halos a
volta de cada antibiético caracterizam uma zona sem crescimento bacteriano,
traduzindo-se na suscetibilidade da bactéria ao antibiotico testado. (30) A figura 18 inclui
as zonas de inibicdo em redor de alguns antibidticos estudados, numa placa com
crescimento bacteriano. Nos outros antibiéticos que nao apresentam zonas de inibi¢ao,
houve crescimento bacteriano. (31)

Fig. 18 — Disk Diffusion Test

Este método foi um dos primeiros a ser implementado nos laboratérios clinicos, e hoje
em dia continua a ser um dos métodos mais usados. E versatil, reprodutivel, preciso,
simples, barato, conveniente e eficiente. (30)

Ja existem variagbes, como o E-Test, com tiras de antibidticos em vez de discos,
incluindo um gradiente de concentragcfes de antibiotico em cada tira. Assim, a CMI é
lida diretamente na concentragdo onde ndo ha crescimento bacteriano. (31)

Um Segundo método é o Sensititre Broth Micro Dilution. E feito em meio de cultura
liquido, com pogos contendo antibidticos em diferentes diluicdes. Os pocos s&o
inoculados com isolados bacterianos e colocados em incubac¢éo durante a noite a 35°C.
Apos a incubacdo, visualiza-se a presenca de turvacdo ou sedimento, significando
crescimento bacteriano. A CMI é também comparada com os pontos de corte do
EUCAST. (27) Inicialmente os resultados eram observados manualmente. Atualmente
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sdo usados instrumentos automatizados. (32) O Sensititre Broth Micro Dilution é um
método de referéncia e conveniente. (33)

Os dois métodos anteriores tém, no entanto, algumas desvantagens, como:
necessitarem de isolados bacterianos puros e cada bactéria requerer diferentes tempos
de incubacédo. No entanto, estas desvantagens sdo transcendentes a outros métodos
considerados de referéncia. (24)

12 - Validacdo dos resultados e métodos

De acordo com guidelines internacionais, existe um conjunto de regras que tém de ser
cumpridas para um método poder ser validado e usado no dia-a-dia.

Escolher qual o método TSA mais apropriado depende de uma soma de importantes
parametros: a validacdo dos dados; adaptabilidade e flexibilidade do método; a
possibilidade de ser ou ndo automatizado; e o seu custo e rentabilidade. H4 ainda quatro
tépicos essenciais a escolha: a confianca, reprodutibilidade, exatiddo e precisdo do
método. E essencial que os métodos produzam resultados reprodutiveis e comparaveis
com os métodos standard, para serem usados como referéncia nos demais laboratérios.

Ter em conta que 0s microrganismos estudados num método a ser validado tém de ser
isolados previamente a partir da amostra obtida, e os isolados devem ser armazenados
em liofilizagdo ou preservagéo criogénica (- 70°C a - 80°C), caso seja preciso usa-los
numa analise futura. (34)

Termos espécies que servem de controlo é um fator primordial para conseguirmos
validar os resultados que obtivemos através de um método TSA. Por isso, 0 dRAST usa
estirpes para controlo de qualidade que validam a precisdo do método e resultados. (21)
Neste estudo foram utilizadas as estirpes: E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213,
P. aeruginosa ATCC 27853 e E. faecalis ATCC 29212.

13 - Critérios de interpretacdo dos resultados segundo EUCAST 2020

Para a interpretacdo dos resultados obtidos pelo dRAST existem critérios criados por
diferentes organizagfes. A nivel europeu existe o0 EUCAST (European Comittee on
Antimicrobrial Susceptibility Testing). O EUCAST tem uma lista de CMI standardizados
e tabelados, para ser feita a comparacao dos resultados obtidos em laboratério. As
tabelas podem ser consultadas no website do EUCAST, incluindo os valores de CMI
para 0s quais as bactérias sdo sensiveis, intermédias ou resistentes aos antibidticos
estudados. Foi com base nestes valores, consultados no EUCAST 2020
(https://eucast.org), que apresentarei 0os meus resultados, respetiva discussdo e
concluséo.

De referir que existem antibiéticos, como a oxacilina, que apesar de poderem ser
testados, na pratica clinica ndo constituem tratamento, sendo a sua fungéo puramente
confirmatéria, neste caso dos resultados da meticilina.

Outro antibiético que requer atencao extra € a gentamicina, quando analisada para Non-
Enterobacteriaceae. Nas tabelas disponibilizadas pelo EUCAST, em vez de aparecerem
CMI numéricas, é apresentada a simbologia “IE” (insufficient evidence). Esta simbologia
tem como significado a falta de evidéncia suficiente para que este antibidtico seja um
bom antibiético a usar nas espécies com a simbologia “IE”. Geralmente os valores
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obtidos em laboratério para a gentamicina tém um valor de CMI, mas sem uma
descricédo final no que respeita a auséncia ou presenca de suscetibilidade.

Outro simbolo relevante, presente em praticamente todas as tabelas do EUCAST é “ - ©
em vez de valores de CMI. Significa que as espécies que possuem este simbolo néo
sdo um alvo adequado para o antibiético a testar, podendo ser descritas a priori como
resistentes. Pode ainda significar que este antibidtico nao foi estudado, e portanto, ndo
apresentar valores de CMI.
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Resultados, discussao e concluséo

14 — Espécies bacterianas permitidas

Para a validacdo do dRAST foi necessario diversificar as espécies incluidas no estudo,
sendo que foi feita uma escolha para as espécies que seriam incluidas e em que
proporgdo, para obtermos resultados mais abrangentes. A figura 19 A e B inclui as
espécies recomendadas, estando assinaladas a negrito as que houve oportunidade de
obter no laboratorio. Assim, foram estudadas 11 espécies Gram negativo e 8 espécies
Gram positivo.

Permitidas Testadas Permitidas Testadas
Escherichia coli Sim Staphylococcus aureus Sim
- Staphylococcus capitis Sim
Enterobacter aerogenes Sim —
Staphylococcus caprae Nao
Enterobacter cloacae Sim Staphylococcus delphini Nao
Klebsiella pneumoniae Sim Staphylococcus epidermidis Sim
Klebsiella oxytoca Sim Staphylococcus haemolyticus Sim
Citrobacter braakii Nzo Staphylococcus hominis Sim
Citrobacter freundii Nao Staphylococcus hyicus Nao
- - - Staphylococcus intermedius Nao
Citrobacter koseri Sim - —
- - - Staphylococcus lugdunensis Nao
Providencia spp. Sim Staphylococcus lutrae Nao
Serratia marcescens Sim Staphylococcus Nzo
Proteus mirabilis Nao pseudointermedius
Staphylococcus Sim
Salmonella spp. Nao saprophyticus
Staphylococcus warneri Nao
Pseudomonas aeruginosa Sim Enterococcus faecalis Sim
Acinetobacter baumanii Sim Enterococcus faecium sim
Burkholderia cepacia Nao Enterococcus casseliflavus Nao
Stenotrophomonas maltophilia Sim Enterococcus gallinarum Nao

Fig. 19 A e B — Listas com as espécies bacterianas permitidas no dRAST e quais
foram estudadas

15 — Caracterizacado dos resultados apresentados nas tabelas

Da andlise do estudo da suscetibilidade aos antibi6ticos, caracterizamos as bactérias
de acordo com as CMI em resistente (R), suscetivel (S) ou intermédia (I). A soma
equivale ao nimero total de isolados estudados.

Na analise dos resultados foram introduzidas siglas para diferenciar os valores obtidos
entre o dRAST e o Vitek 2:

- EA - Essential Agreement — existe uma diferenca de + uma diluicdo dupla entre os
resultados (por exemplo, 4 mg/L num método e 2 mg/L no outro);
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- CA - Categorical Agreement — os valores da CMI entre o dRAST e Vitek 2 séo
exatamente iguais;

- DI — Different Agreements — os resultados entre os dois métodos nédo se enquadram
nos dois parametros anteriores mas também originam o mesmo resultado interpretativo
(suscetivel, resistente ou intermédio) (por exemplo, 4 mg/L hum método e 0,5 mg/L no
outro);

- VMJ - Very Major Error — o resultado interpretativo no dRAST é suscetivel, e para o
Vitek 2 é resistente. E equivalente a uma falsa suscetibilidade;

- MAJ - Major Error — o resultado interpretativo no dRAST € resistente, e para o Vitek 2
é suscetivel. E equivalente a uma falsa resisténcia;

- MIN - Minor Error — o resultado interpretativo no dRAST é intermédio, e para o Vitek 2
€ suscetivel ou resistente, ou vice-versa; (35)

-% EA/ % CA/% DI /% VMJ | % MAJ | % MIN — refletem o racio entre o valor obtido
correspondente (EA, CA, DI, VMJ, MAJ ou MIN) e o valor total, em percentagem.

16 — Percentagens de erro aceites para os resultados

Consoante as diferentes organizacdes é possivel que hajam diferencas entre as
percentagens de erros aceites na validacdo da performance de um TSA. Segundo o The
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI), e também de acordo com as normas
da International Organization for Standardization (ISO), os Minor Errors devem ser
inferiores a 10%. Ja os Major Errors e Very Major Errors devem ser inferiores a 3%,
tanto para isolados suscetiveis ou resistentes. (36)

A medicao da precisdo de um método também pode ser feita pelos valores congruentes,
quando em comparacdo com o método de referéncia, e ndo pelas percentagens de
erros. Assim, se a validagdo for feita de acordo com os valores congruentes, 0S
Categorical Agreements tém que ser superiores a 90%. No entanto, a validacdo néo é
geralmente feita assim, visto que também é permitido obter outro tipo de semelhangas
entre dois métodos, que néo sao erros.

Para este estudo foram utilizados os intervalos limite para cada tipo de erro que
correspondem aos demonstrados pelo CLSI. A categoria Different Agreements foi
adicionada exclusivamente neste estudo, ndo estando presente nas validacbes
habituais, baseadas nas regras do CLSI.

17 — Tabelas com resultados referentes a bactérias Gram negativo

Para cada tipo de bactéria séo apresentadas trés tabelas: uma com resultados positivos
para a validacdo do método, outra com resultados menos bons e uma tabela total que
resume as espécies analisadas para todos os antibiéticos estudados. Em cada tabela
estdo coloridos a verde os resultados que se encontram dentro do intervalo de erros
aceitavel; a laranja os resultados que, apesar de se situarem fora do intervalo limite,
estdo perto do limiar para a validagdo do método; e a vermelho os resultados que estdo
definitivamente fora do intervalo limite aceitavel para a validacdo do método.
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Para cada antibi6tico, a tabela relativa inclui espécies estudadas, sendo que foram
agrupadas em familias, como é o caso das Enterobacteriaceae ou dos Staphylococcus

spp.
Em anexo estdo todas as tabelas referentes ao trabalho realizado.

Tabela 1 — Estudo efetuado a ciprofloxacina para as espécies E. coli, K. pneumoniae e
P. aeruginosa

dRAST vs Vitek BERS s || LEA | CA | DI | VM | MAJ | MIN |
66 | 11 |73 |24 | 16 | 62 | o0 0 4

E. coli 4,65 | 18,60 | 72,09 | 0 0 4,65
; 1 6 | 10 | 0 0 1
K. pneumoniae 18 5 |12 |1 556 | usn | 5856 0 0 5,56
. 7 3 5 0 0 0
P.aeruginosa | 15 | 2 | 0 1315567 120,00 33,33 0 | 0 0
15 | 29 | 94 | 0 0 5

*
Total 143120 1105118 90491 20.28 | 65.73 | 0 0 | 350

*0 resultado para cada bactéria foi comparado com os resultados obtidos para o nUmero
total das 143 bactérias Gram negativo estudadas com a ciprofloxacina

Para a ciprofloxacina, foram analisados um total de 143 isolados das diferentes espécies
Gram negativo, sendo que serdo demonstradas as espécies E. coli, K. pneumoniae e
P. aeruginosa, dado que apresentam resultados mais crediveis. Para as outras espécies
analisadas obtivemos menos isolados e possuem resultados mais suscetiveis de
modificacdo ao longo do tempo.

Na espécie E. coli foram estudados 86 isolados bacterianos, dos quais 11 sao
resistentes a ciprofloxacina, 73 sensiveis e 2 como nivel intermédio. A maioria dos
resultados foram positivos, no sentido em que obtivemos 4,65% de Essential
Agreements; 18,60% de Categorical Agreements; e 72,09% de Different Agreements.
N&o foram obtidos Very Major Erros nem Major Errors (coloridos a verde), um excelente
sinal para a validacdo do dRAST. Apenas obtivemos 4,65% de Minor Errors, estando
dentro do intervalo aceitavel para podermos validar os resultados relativamente a
espécie E. coli, analisada para a ciprofloxacina.

Para a K. pneumoniae, os resultados foram, também, bastante satisfatérios no que
respeita a concordancia entre os dois métodos. A diferenga para a espécie anterior
reside numa percentagem maior de Minor Errors, mas que também esté dentro do limite
permitido. No entanto, como apenas foram analisados 18 isolados de K. pneumoniae,
seria necessario efetuar mais analises, para incluir uma populacdo mais relevante no
sentido da validagdo do método.
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Os resultados para a P. aeruginosa foram excelentes, visto que ndo foram detetados
erros de qualquer tipo para a ciprofloxacina. Em contrapartida, apenas tinhamos 15
isolados desta espécie, ndo sendo, mais uma vez, suficiente para obter conclusbes
acerca da fiabilidade dos resultados.

Num total de 143 amostras analisadas, que incluem as espécies ja referidas ao detalhe,
e outras para as quais ndo serdo apresentados os resultados ao pormenor, nao
obtivemos quaisquer Very Major ou Major Errors, conclusdo indicativa da eficacia do
método para a Ciprofloxacina. Apenas obtivemos 3,50% de Minor Errors, estando dentro
do intervalo permitido para tornar este método valido.

Tabela 2 — Estudo efetuado a piperacilina + tazobactam para as espécies E. coli,
K. pneumoniae e P. aeruginosa

O o | LAl CA [ ol [ VM | mA) | win |
Vitek
. 70 2 7 2 0 2
E. coli 83 1218011 rguaal 241 | 843 [ 241 0 241
. 7 0 9 1 0 2
K. pneumoniae | 19 | 0 | 18 | 1 36,84 0 4737 _ 0 1053

9 0 4
60,00 0 26,67

P. aeruginosa | 15 | 0 | 0 |15

(olle]
H

104 2 25 5 2 4
7324 | 1,41 |17,61 3,52 1,41 2,81
*0 resultado para cada bactéria foi comparado com os resultados obtidos para o nimero
total das 142 bactérias Gram negativo estudadas com a piperacilina + tazobactam

Total* 142 | 6 [119|17

A piperacilina foi analisada em associacdo com o tazobactam, pois é geralmente
utilizada na pratica clinica nesta combinacéo, pela vantagem de originar um espectro
mais alargado.

A nivel das trés espécies estudadas e para as quais sdo apresentados os resultados,
os isolados utilizados, em numero, sdo semelhantes aos utilizados para o antibiético
anterior. Para a E. coli obteve-se uma grande percentagem (84,34%) de Essential
Agreements, sendo que todas as percentagens de erro (VMJ, MAJ e MIN) se encontram
dentro dos valores permitidos. Para a espécie K. pneumoniae, os valores concordantes
foram também elevados, com 36,84% de Essential Agreements e 47,37% de Different
Agreements. No entanto, esta espécie apresenta percentagens de erro superiores ao
permitido, com 5,26% de Very Major Errors (colorido a vermelho) e 10,53% de Minor
Errors (colorido a laranja). Para a espécie P. aeruginosa obteve-se 60,00% de Essential
Agreements e 26,67% de Different Agreements, valores concordantes elevados. Quanto
aos erros, apenas 0s Major Errors se encontram numa percentagem superior ao

34



permitido. No geral, as percentagens de erros para K. pneumoniae e P. aeruginosa sao
muito elevadas, sendo um indicativo da inutilizacdo deste método para a piperacilina +
tazobactam com estas duas espécies.

Se considerarmos os resultados para o total de 142 espécies utilizadas, percebemos
que o racio de erros ja € bastante positivo: 1,41% de Major Errors e 2,81% de Minor
Errors. Apenas o correspondente aos Very Major Errors (3,52%) se encontra
ligeiramente acima do permitido.

Tabela 3 — Andlise efetuada aos 13 antibidticos para as espécies E. coli,
K. pneumoniae e P. aeruginosa

E. coli 940 129

dRAST vs Vitek RIKiE “ L on L BN || WY || WA
802

. 87 43 48 1 5

K. pneumoniae | 208 | 58 | 145 | 5 4183 | 2067 | 23,08 0,48 | 2,40
_ 54 43 21 0 4 6

P. aeruginosa | 128 | 10 | 41 | 77 42,18 | 33,59 | 16,41 0 3,13 | 4,69

620 324 443 122 23 32
39,67 | 20,73 | 28,34 | 7,81 | 1,47 | 2,05
*total de andlises efetuadas as bactérias Gram negativo versus todos os antibiéticos
estudados

Total* 1563 |275|1188| 100

A tabela 3 temos corresponde ao total das andlises efetuadas a todos os antibiéticos
estudados: ampicilina, amoxicilina + &cido clavulanico, cefepime, cefotaxime,
ceftazidime, imipenem, meropenem, piperacilina + tazobactam, ciprofloxacina,
levofloxacina, amicacina, gentamicina e trimetroprim + sulfametoxazole.

Os récios de Essential Agreements para os isolados estudados no dRAST, de acordo
com as espécies mais relevantes analisadas, foi de 39,68% para a E. coli; 41,83% para
a K. pneumoniae; e 42,18% para a P. aeruginosa. No que diz respeito os Categorical
Agreements, os racios foram de 18,51% para a E. coli; 20,67% para a K. pneumoniae;
e 33,59% para a P. aeruginosa. Relativamente aos Different Agreements, foi obtido um
racio de 32,45% para a E. coli; 23,08% para a K. pneumoniae; e 16,41% para a P.
aeruginosa.

Para a E. coli e para a K. pneumoniae obtivemos racios de Very Major Errors demasiado
elevados, mesmo com uma amostragem bastante significativa. Relativamente a P.
aeruginosa, o racio de erros foi inferior ao permitido, exceto para os Major Errors
(3,13%), valor que esta préximo do limite.
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Para as 1563 andlises efetuadas obtivemos taxas de 39,67% de Essential Agreements,
20,73% de Categorical Agreements e 28,34% de Different Agreements, perfazendo um
total de 88,74% (igual & soma dos trés valores anteriores) de resultados concordantes,
onde seria prescrito 0 mesmo antibiético com base nos dois métodos. Relativamente a
erros entre 0 dRAST e o Vitek 2, os Very Major Errors excederam o intervalo limite para
o qual o método seria aceite a nivel de validagcao. Tanto os Major como os Minor Errors
se encontram com valores muito abaixo do limite permitido.

18 — Tabelas com resultados referentes a bactérias Gram positivo

Tabela 4 — Estudo efetuado a eritromicina para a familia Staphylococcus spp.

L% EA ] % CA |_%DI_] % VMJ | %MAJ | %MIN |
19 | 13 8 0 1

dRAST vs Vitek ﬂ--ﬂ-l
41 |9 (31| 1

S. aureus 46,34 | 31,71 8 19,51 0 2,44
S. capitis 2 |1/01 8 510 8 8 8 510
S. epidermidis | 21 17| 4 | O 8 93318 8 9,252 8 8
S. haemolyticus | 2 |1 |10 8 1(2)0 8 8 8 8
S. hominis 8 |[4]4|0 225 625,5 8 121,5 8 8
S. saprophyticus| 1 [0 |1 |0 8 8 8 1(1)0 8 8
Total* 5|32)4t]2 25,%)0 5§,%3 0 & 0 2,%57

*0 resultado para cada bactéria foi comparado com os resultados obtidos para o nimero
total das 75 bactérias Gram positivo estudadas com a eritromicina

Para a eritromicina apenas foram analisadas espécies da familia Staphylococcus spp.
Em algumas destas espécies foram obtidos poucos isolados, como é o caso de S. capitis
ou S. haemolyticus com apenas dois isolados cada, e S. saprophyticus com apenas um.
Portanto, a percentagem de erros pode ser muito variavel para estas espécies, sendo
necessario analisar um maior nimero de isolados bacterianos, para obter resultados
concretos e fidedignos.

Assim, para a familia Staphylococcus spp., obtivemos 28% de Essential Agreements,
valor superior quando nos referimos apenas a espécie Staphylococcus aureus, com
46,34% de EA. Relativamente aos Categorical Agreements, para quase todas as
espécies os valores foram elevados: com 31,71% para os Staphylococcus aureus; 50%
para S. capitis; 90,48% para S. epidermidis; 100% para S. haemolyticus; e 62,5% para
S. hominis, perfazendo um total de 53,33% de CA quando calculado para todas as
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espécies estudadas com a eritromicina. Em nenhuma espécie desta familia foram
obtidos Different Agreements.

No entanto, obtivemos 16% de Very Major Errors, percentagem muito superior ao
permitido para a validacdo do método dRAST. Em contrapartida, ndo obtivemos Major
Errors e apenas 2,67% de Minor Errors.

Tabela 5 — Estudo efetuado a teicoplanina para as espécies Staphylococcus aureus,
E. faecalis e E. faecium

L% EA 1% CAJ_%DI_| % VMJ | %MAJ | % MIN |
11 | 20 7 0 0 0

dRAST vs Vitek RESH ﬂn-ﬂ-l
38 | 0380

S. aureus 28,95 |52,63| 18,42 0 0 0
Enterococcus 1 8 0 L 0 s
spp. 22 1112110 55 136,36] 0 0 0 0
_ 1 10 0 0 0 0
E. faecalis 11 | 0 [11]|0 9.09 [9091| 0 0 0 0
_ 9 2 0 0 0 0
E. faecium 11 |1 |10|0 8182 [18.18] 0 0 0 0
12 | 28 7 0 0 0

*
Total 60 | 119910 5000 [46,67] 11,67 | O 0 0

*0 resultado para cada bactéria foi comparado com os resultados obtidos para o nimero
total das 60 bactérias Gram positivo estudadas com a teicoplanina

Relativamente ao antibiético teicoplanina, foram utilizados 60 isolados das espécies
Staphylococcus aureus, e de duas espécies de Enterococcus spp.: E. faecalis e E.
faecium.

Quanto aos Essential Agreements entre o0 dRAST e o Vitek 2, estes foram de 28,95%
para Staphylococcus aureus; 9,09% para E. faecalis; e 81,82% para E. faecium,
perfazendo um total de 20,00% relativamente aos 60 isolados estudados. Obtivemos
Categorical Agreements em percentagens elevadas: com 52,63% para Staphylococcus
aureus; 90,91% para E. faecalis; e 18,18% para E. faecium, perfazendo um total de
46,67% para as trés espécies estudadas. No que respeita os Different Agreements,
apenas foram obtidos na espécie Staphylococcus aureus, com 18,42%, perfazendo
11,67% se tivermos em conta a totalidade das espécies analisadas com a teicoplanina.

Além dos resultados para este antibidtico serem bastante promissores para as
concordancias entre o dRAST e o Vitek 2, também néo obtivemos erros de qualquer tipo
(Very Major, Major ou Minor Errors).
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Tabela 6 — Andlise efetuada aos 13 antibioticos para as espécies da familia
Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.

dRAST vs Vitek

Staphssl:oogloccus 721 |131|578|12 42?24 322?;53 116?20 1?50 2?52
S.aureus | 404 | 23 |376| 5 521?33 312?32 9?(?5 2%712 1,?19 1219
S. capitis 18 |1 |16 |1 2;’122 551,?56 11?11 5,156 8 5}56

S. epidermidis | 189 | 80 |104| 5 3??,‘;6 35,?30 22,634 4,36 1,%6 3,?7

S. haemolyticus | 34 | 12 | 22 | 0 26?47 26?47 291211 2,1)4 11‘,176 2,;4
S.hominis | 69 | 14541 271,954 25,%9 282,%9 10?14 1;5 2,%30

S. saprophyticus | 7 | 1| 6 |0 14%29 28?57 28?57 28?57 8 g

Entersopcpo.ccus 93 |19 | 74 | 0 454;,216 4&32'4 7’753 8 1,%)8 8
E. faecalis 44 2 1420 251’%)0 62:3338 4,255 8 2,127 8
E. faecium 49 |17 |32 |0 63?,127 25’23 10?20 8 8 g
Total* 814 |150652|12 4:;1?5 331738 1%5?28 3:,)’2:3[1 1?;12 1%967

*total de analises efetuadas as bactérias Gram positivo versus todos os antibiéticos
estudados

A tabela 6 reflete o total de espécies Gram positivo analisadas para os antibioticos:
ampicilina, oxacilina, clindamicina, eritromicina, levofloxacina, gentamicina, linezolid,
teicoplanina, vancomicina, daptomicina, acido fusidico e rifampicina.

A nivel de concordancias entre os resultados obtidos para o dRAST e o Vitek 2:
obtivemos 42,44% de Essential Agrements para a familia dos Staphylococcus spp., e
45,16% para a familia dos Enterococcus spp. Obtivemos 32,73% de Categorical
Agreements para os Staphylococcus spp e 46,24% para 0s Enterococcus spp.; e
16,50% de Different Agreements para os primeiros, versus 7,53% para 0os segundos.
Tanto os Essential Agrements como os Categorical Agreements se encontram com
valores elevados, sendo resultados bastante positivos no que respeita a validagéo do
dRAST.
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Relativamente aos erros detetados entre 0s dois métodos, apenas os Very Major Errors
para a familia dos Staphylococcus spp. se encontram acima do permitido para a
validacdo do método (4,30%). Para a familia dos Enterococcus spp. ndo foram
detetados erros deste tipo. Algumas das espécies de Staphylococcus spp., quando
analisadas individualmente, apresentam VMJ em percentagens muito elevadas,
principalmente as espécies S. hominis e S. saprophyticus. Porém, para esta ultima
espécie, os resultados ndo sdo tdo fiaveis, pois apenas foram feitas andalises 7 vezes
num total de 814. As percentagens de Major e Minor Errors, encontram-se dentro do
intervalo limite de erros para considerar o dRAST fiavel, com 1,80% de Major Errors
para os Staphylococcus spp.; e 1,08% para os Enterococcus spp. Apenas a familia dos
Staphylococcus spp. apresentou Minor Errors (2,22%). Os resultados relativos aos
Enterococcus spp. sdo, de uma maneira geral, mais promissores do que os da familia
dos Staphylococcus spp.

Um total de 814 analises a isolados bacterianos Gram positivo foram realizadas, sendo
gue os resultados séo bastante favoraveis no que respeita a utilizacdo do dRAST como
método de referéncia nos laboratérios de Microbiologia. A nivel de semelhanca entre os
resultados obtidos pelo dRAST e pelo Vitek 2, sdo apresentados 42,75% de Essential
Agreements; 34,28% de Categorical Agreements; e 15,48% de Different Agreements,
perfazendo um total de 92,51% de resultados concordantes entre os dois métodos.
Portanto, os antibidticos que seriam prescritos de acordo com o resultado do dRAST
seriam idénticos aos prescritos com base nos resultados do Vitek 2 em 92,51% dos
casos (igual a soma dos trés valores anteriores). Relativamente as discrepancias
obtidas entre o dRAST e 0 Vitek 2: obteve-se 3,81% de Very Major Errors; 1,72% de
Major Errors; e 1,97% de Minor Errors. Apenas os VMJ estéo (ligeiramente) acima do
limite permitido para a validacdo deste método. De referir que algumas das espécies
tém amostras suficientes para conclusdes, mas para as restantes seria necessario a
inclusdo de uma populacdo maior.

19 - Discusséao e conclusao

As espécies apresentadas nas tabelas anteriores, para as quais foram referidos os
resultados obtidos, incluem espécies consideradas como clinicamente importantes.
Estas espécies sao: E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e
Enterobacter spp., espécies que pertencem ao grupo designado de ESKAPE. (21) A
espécie Acinetobacter baumannii, ndo foi incluida nos resultados dado o niumero de
isolados estudados ser relativamente baixo.

Os resultados descritos nas tabelas anteriormente apresentadas, bem como as
colocadas em anexo, foram previamente interpretados por um médico, que comparou
os resultados obtidos no dRAST com a antibioterapia efetivamente dada ao paciente,
do qual foi retirada a cultura sanguinea. Mesmo que os resultados obtidos se encontrem
fora dos intervalos limite referidos, o relevante € a toma de decisdo por parte dos
médicos no que respeita 0 melhor antibiético a usar para cada caso. Ou seja, é
importante perceber, se por acaso o dRAST originar um resultado erréneo, se
influenciou a terapéutica instituida ou se esta se manteve correta para a bactéria
presente. A interpretacdo médica foi concordante com os valores do dRAST, néo tendo
alterado nenhum resultado.

Como conclusao, € possivel afirmar que os valores de CMI obtidos no dRAST séo, na
maioria, congruentes com os obtidos pelo Vitek 2, estando enquadrados nos intervalos
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de erro permitidos pelo Controlo de Qualidade emitido pelo CLSI. Desta maneira, existe
uma consisténcia de resultados, quando em compara¢cdo com o método standard.
Assim, os resultados obtidos no dRAST sao, na pratica, possiveis de ser utilizados na
determinacgdo de uma interpretacdo TSA, permitindo a validacdo do método.

No entanto, as discrepancias deverdo ser avaliadas por um terceiro método
independente, para se obter resultados reprodutiveis, no sentido de avaliar a robustez,
fiabilidade e precisdo do método. Infelizmente nao tive oportunidade de o realizar.

Importa também demonstrar se 0 dRAST se aplica a todos os antibiéticos e a todas as
espécies, pois ndo foram todos estudados. Além disso, devem ser incluidas bactérias
com diferentes fenétipos de resisténcia, ampliando a variedade microbiana analisada. E
também relevante que os resultados, tanto para bactérias Gram negativo como para
bactérias Gram positivo, sejam, para além de promissores e semelhantes, comparaveis
ou que superem 0s métodos convencionais. Importa sublinhar que uma grande
percentagem dos erros ndo deve incluir antibioticos que constituam primeiras linhas de
tratamento na maioria das infegcBes. Além disso, seria importante avaliar
economicamente a implementacéo deste método nos laboratérios de Microbiologia.
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Anexos

Sao apresentados em anexo 0s restantes antibidticos estudados. Cada tabela
corresponde a um antibiético, com todas as espécies analisadas para o mesmo.

1 — Tabelas referentes a antibioticos estudados com bactérias Gram negativo

dRAST vs Vitek BEeS s | EA | CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |
% MIN
5 [125] 0 10 4 5

Enterobacteriaceae | 130 815??}8 7.69 8 3,08 3,85 8
E. coli 86 | 3 {830 827,}36 10?47 8 3,?:19 3’3;9 8

E. aerogenes 5 0|50 180 8 g 8 g 8

E. cloacae 7 0| 710 856’571 8 8 14%29 8 8

K. pneumoniae 19 | 1 |18 |0 91’874 8 g 8 5,126 g
K. oxytoca 4 0| 4]0 130 8 8 8 8 8

C. koseri 1 0 |10 1(1)0 8 g 8 g 8
Providencia spp. 1 0 110 1(1)0 8 8 8 8 8
S. marcescens 7 116 |0 71?43 1 4%29 8 8 14%29 8
Enterokl)\la%rt]e-riaceae sl B Rl I 53?33 406,300 6,%57 8 8 8
P. aeruginosa 15 | 0 150 53?33 40(’300 6,167 8 8 8
Total 1451 5 11401 0 82(?7 111,%3 o,%sg 2,‘;6 3215 0
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dRAST vs Vitek

| EA | CA | DI_| VMJ | MAJ | MIN |

Enterobacteriaceae | 130 | 11 |119 13;;7 817?29 8 0,177 8 0,177
E. coli 86 | 4 | 82 8,714 9(?,30 8 8 8 1,116
E. aerogenes 5 0| 5 8 180 8 8 8 8
E. cloacae 7 1,6 1 4%29 856,371 8 8 8 8
K. pneumoniae 19 | 4 |15 211,105 7;,28 8 5,126 8 8
K. oxytoca 4 113 25%00 75?00 5 G 0 0
C. koseri 1 0|1 8 130 8 8 8 8
Providencia spp. 1 11]0 1(1)0 8 8 8 8 8
S. marcescens 7 o7 8 130 8 8 8 8
Enterokl)\la%rt]e-riaceae sl B 23?53 7‘;[,3"17 8 8 8 8
P. aeruginosa 14 0 |14 281,157 711,33 8 8 8 8
Acinetobacter spp. | 1 0|1 8 130 8 8 8 8
A. baumanii 2 0| 2 8 130 8 8 8 8
Total 147 | 11 1136 121,24 8%3?3?9 8 o,%ss 8 0,168
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dRAST vs Vitek

| EA | CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |

Enterobacteriaceae | 127 |87 | 40 | O 811?50 1525 0’179 0,179 1,257 8
E. coli 86 (47|39 |0 86?,[(1)5 121’179 1,16 8 8 8
E.aerogenes | 4 | 4]0 |0 50?00 25%00 : 0 25%00 0

E. cloacae 7610 574,114 28?57 8 14?29 8 8

K. pneumoniae 18 |18 0 | O 83,?33 16?67 8 8 8 8
K. oxytoca 3 131910 66?67 33?33 0 5 0 0

C. koseri 1 1,00 130 8 8 8 8 8
Providencia spp. 1 1 0 |0 1(1)0 8 8 8 8 8
S. marcescens 7 710 |0 57?1 2 28?57 8 8 14%29 8
Total 127 |87 40 | O sll?fo 152,25 0,179 0,179 1,257 8

dRAST vs Vitek

| EA | CA | DI_| VMJ | MAJ | MIN |

.
Non - 15 | 2| 3 10— 8 3 0 . :
Enterobacteriaceae 20,00 | 53,33 | 20,00 0 6,67 0
; 1 8 2 0 1 0
P.aeruginosa | 121 2 | 0 1101735316667 16,67 | 0 | 833 | O
_ 1 0 0 0 0 0
Acinetobacterspp. | 1 | 0 | 1 |0 =55 0 0 0 0 0
- 1 0 1 0 0 0
A. baumanii 2 10120 50,00 0 50,00 0 0 0
3 8 3 0 1 0
Total 15121 3 105000 [53,33] 2000 | 0 | 667 | O
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dRAST vs Vitek RIJEl

Enterobacteriaceae | 131 | 49 | 82 | O 4;751 425’35 1’253 12121 8 8
E. coli 8 | 22 | 64| 0 |0 aots 553 [ 1512 | 0 0

E. aerogenes 5 5|00 40?00 60:,300 8 8 8 8

E. cloacae 7 71010 42:,%86 571’11 2 8 8 8 8

K. pneumoniae 20 | 7 |13 |0 551’%30 30?00 8 15:?00 8 8
K. oxytoca 4111380 8 130 8 8 8 8

C. koseri 1 0110 8 130 8 8 8 8
Providencia spp. 1 11010 8 1(1)0 8 8 8 8
S. marcescens 7 6 | 1|0 574:1 2 42:,386 8 8 8 8
Total 131 | 49 1820 43?,751 425,675 1,253 121,21 8 8

dRAST vs Vitek

| EA [ CA | DI_| VMJ | MAJ | MIN

T | 7 1 e s e

Enteroli\la?:Te_riaceae 16 0|3 13 37?50 251,100 31?25 8 8 6,125
P. aeruginosa 131010113 23?08 30?77 38?46 8 8 7,%59
Acinetobacter spp. | 1 0|111|0 130 8 8 8 8 8
A. baumanii 2 0120 150 8 8 8 8 8
Total 16 | 03|18/ 555 {on00( 3125 | o NS
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dRAST vs Vitek < | [LEA | CA | DI | VW | MAJ | MIN |
1 3
0 [130| 0

Enterobacteriaceae | 130 916?82 0,77 2.31 8 8 8

E. coli 86 | 0 | 860 988’58 2 8 1,16 8 8 8

E. aerogenes 5 | 0|50 180 8 8 8 8 8

E. cloacae 7 o710 85?71 8 1 4?29 8 8 8

K. pneumoniae 19 1 0 1190 11090 8 8 8 8 8

K. oxytoca 4 1040 130 8 8 8 8 8

C. koseri 1 10| 1]0 130 8 8 8 8 8

Providencia spp. 1 o110 8 8 130 8 8 8

S. marcescens 7 10710 85(,371 1 4?29 8 g 8 8
Enterokl)\la(::rt]e_riaceae L R 472,306 41?18 8 8 5,%38 5,%38
P. aeruginosa 14 | 2 |11 |1 57?1 2 28‘,157 8 8 7,114 7,114

Acinetobacterspp. | 1 | 0 | 1 | O 8 1(1)0 8 g 8 8

A. baumanii 2 {0210 8 150 8 8 8 8
Total 1471 2 1144 1 Q:ffG 5,314 2,?64 5 0,%38 0,%38
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dRAST vs Vitek BeES s  EA [ CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |
% MIN
16 |101|10-22 | 9 | 85 3

Enterobacteriaceae | 127 17.32 | 7,09 | 66,93 8 2,36 6,%0
E. coli 84 |5 | 754 171,?36 5,25 7??,%;1 0 5 2,%»8
E. aerogenes 5 | 0|32 20?00 8 40?00 8 g 40?00
E. cloacae T2 )32 8 14?29 42?86 8 8 42?86

K. pneumoniae 19 | 6 |12 |1 21‘}05 15?79 6::3L,216 8 8 8
K. oxytoca 4 10131 25%00 ; 50?00 0 0 25?00

C. koseri 1 0 1|0 130 8 8 8 8 8

S. marcescens 7 3 4 10 8 8 57?'1 4 8 42?86 8
Enterokg\laocrt]e-riaceae 11302 40(,300 26‘,167 6,%37 8 8 26‘,167
P. aeruginosa 15 | 3 | 0 |12 40(,500 26?67 6,%37 8 8 264,167
Total 142/ 19 1101122 1§,i2 9%135 6(?,656 0 2,311 8%25
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HRAST ve Vitek s | EA | CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |
Ve vie
29 | 98 |2 o2 i :

Enterobacteriaceae | 129 3.10 121,30 7%)?:4 8 3,10 1,55
E. coli 8 |11 31 1%[8 10?59 8;524 0 0 0
E. aerogenes 5 2| 3|0 8 8 130 8 8 g
E. cloacae 4] 30 14%29 14%29 42:,3,86 8 28?57 g
K. pneumoniae 19 | 7 | 11 |1 5,126 316,;58 571;9 8 8 5,126
K. oxytoca 4 1] 310 8 8 130 8 8 8
C. koseri 1 0 1 |0 8 8 130 8 8 8
Providencia spp. 1 1 0 |0 8 8 1(1)0 8 8 8
S. marcescens T34 0= 4?29 8 42:,386 8 28?57 14?29
Total 129 | 29 | 98 | 2 3jo 1;,?10 7:;(,)834 8 310 1,%35
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dRAST vs Vitek RIJE]

ﬂn-ﬂ-
AJ
_ 20 21 | 79 | 0 5 6
Enterobacteriaceae | 131 | 29 | 98 | 4 1527 | 16,03 | 60,31 0 3,82 4,58
. 9 10 | 63 | 0 1 4
E. coli 87 | 1217312 1534 [ 11,49 [7241| 0 1,15 | 4,60
> 0 3 0 0 0
E. aerogenes 5121302000 0 [6000] 0O 0 0
1 5 0 0 1 0
E. cloacae 7 |1 3]4]0 1429 | 71.43 0 0 14,29 0
_ 7 5 6 0 0 1
K. pneumoniae 19 | 8 |10 |1 36,84 | 2632 | 3158 0 0 5,26
0 1 3 0 0 0
K. oxytoca 410315 12500 [7500] o0 0 0
_ 0 0 1 0 0 0
C. koseri 1 /0/]1]|0 0 0 100 0 0 0
— 0 0 0 0 0 1
Providenciaspp. | 1 | 1 | 0 |0 0 0 0 0 0 100
1 0 3 0 3 0
S. marcescens 7 31410 14.29 0 42.86 0 42,86 0
Non - 8 4 3 0 0 0
Enterobacteriaceae| ° | 1 | 1 |13 5333 [ 26,67 |20,00] o0 0 o
_ 8 4 3 0 0 0
P. aeruginosa 1511 1 1 1183312667 [2000] 0 0 0
28 25 82 0 5 6
Total 146 130199 |17 1918 [ 17,12 56,6 0 | 3.42 | 411
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dRAST vs Vitek HEKIE] n.——.! 1
35|95 |0

Enterobacteriaceae | 130 8 8 912?3?1 6,%2 0,177 8
E. coli 86 | 26 | 60 | O 8 8 98824 8 1,116 8

E. aerogenes 5 0 510 8 8 130 8 8 8

E. cloacae 7 116 |0 8 8 574,11 4 42?86 8 8

K. pneumoniae 19 6 13 | O 8 8 6§§12 31(,558 8 g
K. oxytoca 4 1 ]3]0 8 8 130 8 8 8

C. koseri 1 0 1 1]0 8 8 130 8 8 8
Providencia spp. 1 1 0|0 8 8 130 8 8 8
S. marcescens 7 0 7 |0 8 8 130 8 8 8
e = 310|309 0 3 0 . 2
Enterobacteriaceae 0 0 100 0 0 0
Acinetobacter spp. | 1 0 1|0 8 8 130 8 8 8
A. baumanii 2 0 210 8 8 130 8 8 8
Total 133 35|98 |0 8 8 912?438 627 0’175 8
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2—- Tabelas referentes a antibidticos estudados com bactérias Gram positivo

dRAST vs ﬂ | EA | CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |
Vitek
e N o B e
E. faecalis 11 1 /10| 0 8 93,%1 8 8 9’%)9 8
E. faecium 12 |11 |1 | O 911;7 8,%33 8 8 8 8
Total 23 11211110 471,%33 471,%33 8 8 4,135 8
dRAST vs
Vitek
25 46 3 0 1 0
Staphzg);OCCUS 75 |31)44)0 33,33 | 61,33 4,00 0 1,33 0
22 19 0 0 0 0
S. aureus 41 5 13 |0 53.66 | 46.34 0 0 0 0
S. capitis 2 0| 2|0 8 1(2)0 8 8 g 8
S.epidermidis | 21 |[20| 1 | O 4,:;6 83,;5 9;2 8 4,]%6 8
haemil.yticus 4 3|10 25?00 50?00 25?00 8 g 8
. 0 6 0 0 0 0
S. hominis 6 31 3]0 0 100 0 0 0 0
saprosﬁyticus 1 op1)0 130 8 8 8 g 8
Total 753114470 3??,533 6;1,23 4,?80 8 1,133 g
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dRAST vs s | EA [ cA | D | VM | MAJ | MIN |
Vitek
Staphylococcus 14 39 15 4 0 3
spp. 75 116158 | 1 97 152.00 | 20,00 | 533 0 4,00
12 26 1 1 0 0
S.aureus | 40 | 2\ 38| 0 356506500 | 250 | 250 0 0
- 0 2 0 0 0 0
S. capitis 2 0 2 0 0 100 0 0 0 0
- 0 6 12 1 0 2
S. epidermidis 21 (12| 8 |1 0 2857 5714 476 0 952
S. 2 |13 o0 2 1 0 0 1
haemolyticus 0 | 50,00 | 25,00 0 0 25.00
. 2 3 1 2 0 0
S. hominis 8 |1 71025003750 1250 | 25.00 0 0
14 39 15 4 0 3
Total 75 116158 | 11986715200 | 2000 | 533 0 4.00
dRAST vs
Vitek
Staphylococcus 41 3 16 15 1 0
spp. 76 118158 | 0 moa 95 305 | 21,05 | 19,74 | 1.72 0
34 2 0 5 0 0
S. aureus 41 01411]0 82.93 4.8 0 12.20 0 0
N 0 1 0 1 0 0
S. capitis 2 0 2 0 0 50.00 0 50,00 0 0
- 4 0 13 4 0 0
S. epidermidis 21 14| 7 0 19.05 0 61.90 19.05 0 0
S. 4 |13 lol2 0 1 1 0 0
haemolyticus 50,00 0 25,00 25,00 0 0
. 1 0 2 3 1 0
S. hominis LA T e B 0 ToR B 2857 | 4286 | 14,29 0
S. 0 0 0 1 0 0
saprophyticus ! YA 0 0 0 100 0 0
41 3 16 15 1 0
Total 76 11815810 o395 305 | 2105 | 1974 | 132 0
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drASTvs ([N “.-!-
Vitek

Staphylococcus 34 7 33 2 0 0
spp. 76 | 1416210 4474 | 9,21 | 43,42 | 2,63 0 0
26 7 8 0 0 0
S. aureus 41 1 |40 |0 6341 | 17,07 | 1951 0 0 0
- 0 0 2 0 0 0
S. capitis 2 10120/ 0 100 0 0 0
. L 8 0 12 1 0 0
S. epidermidis | 21 | 11 | 10 | O 38.10 0 57 14 476 0 0
_ 0 0 4 0 0 0
S. haemolyticus | 4 11310 0 100 0 0 0
— 0 0 7 1 0 0
S. hominis 8 117101 0 87,50 | 12,50 0 0
34 7 33 2 0 0
Total 76 | 14 | 62 |0 4474 | 921 | 4342 | 263 0 0

dRASTvs [N s | EA | CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |
Vitek
Enterococcus 5 4 110 3 2 0 0 0 0
spp. 60,00 | 40,00 0 0 0 0
. 2 0 0 0 0 0
E. faecalis 2 1 1 0 100 0 0 0 0 0
. 1 2 0 0 0 0
E.faccum | 3 | 3 | 0 | 0 =535 T 6667 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
Total 5 | 411105000 [2000 | O 0 0 0
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dRAST vs | EA | CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |
Vitek

Staphylococcus 77 76 42 5 29 0 1 0
spp. 54,55 6,49 37,66 0 1,30 0
18 3 20 0 0 0
S.aureus | 41 41 4390 | 7.32 | 48,78 0 0 0
- 2 0 0 0 0 0
S. capitis 2 2 100 0 0 0 0 0
. . 19 1 1 0 0 0
S. epidermidis | 21 21 9048 | 4.76 476 0 0 0
S. 4 3 0 1 2 0 1 0
haemolyticus 0 25,00 | 50,00 0 25,00 0
. 3 0 5 0 0 0
S. hominis 8 8 375 0 625 0 0 0
S. 1 1 0 0 1 0 0 0]
saprophyticus 0 0 100 0 0 0
Enterococcus 23 23 14 2 7 0 0 0
spp. 60,87 8,70 30,43 0 0 0
) 7 2 2 0 0 0
E.faecalis | 11 1 6364 | 1818 | 18,18 0 0 0
. 7 0 5 0 0 0
E. faecium 12 12 58.33 0 41.67 0 0 0
56 7 36 0 1 0
Total 100 99 56,00 | 7,00 | 36,00 0 1,00 0
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dRAST vs

Vitek

Staphglloopcloccus 75 |84 8?})1 1,130 2,?50 8 3,:;0 519
S. aureus 41 | 2 |36 | 3 873,20 8 8 8 4,%8 72,2

S. capitis 2 0|2 |0 1(2)0 8 8 8 8 8
S.epidermidis | 21 | 1 |19 |1 9;,3f8 8 4,176 8 8 4,176

haemgllyticus “ Lot 75?00 8 8 8 25%00 8

S. hominis 8 11710 87?50 8 12?50 8 8 8

saprop?ﬁyticus 1 voa 8 130 8 8 8 8
Total M5 |84 8%1 1,20 2,%30 5 3,?50 5,19

dRAST vs | EA | CA | DI | VMJ | MAJ | MIN |

Vitek % EA % CA % DI % VMJ % MAJ % MIN
Staphylococcus 15 44 7 1 3 7

Spp. 7111218005 a8 5714 | 9.09 | 1.30 | 3.90 | 9,09
11 26 0 0 2 2

S. aureus 4l | 4136 1 3 6341 0O 0 488 | 488
~ 0 2 0 0 0 0
S. capitis 2 0 2|0 0 100 0 0 0 0
L 3 11 3 1 0 3

S.epidermidis | 21 | 4 | 14| 3 0 38 [ 1429 | 4.76 0 14.29
S 2 l2l2 0 0 2 1 0 1 0
haemolyticus 0 50,00 | 25,00 0 25,00 0
. 1 3 2 0 0 2

S. hominis 8 | 116 15503750 2500 0 0 25 00
S. 0 0 1 0 0 0
saprophyticus ! RN 0 0 100 0 0 0
15 44 7 1 3 7

Total 771121605 m9ue 5714 | 909 | 130 | 390 | 9,09
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dRAST vs | EA | CcA | DI | VMJ | MAJ | MIN |
Vitek

Staphylococcus 36 31 7 0 3 0
Spp. 7713 17410 4575 | 40,26 | 9,09 0 3,90 0
20 17 3 0 1 0
S. aureus 4l 1114010 a8 T 4146 | 7.32 0 2,44 0
N 0 2 0 0 0 0
S. capitis 2 0 210 0 100 0 0 0 0
o 10 8 2 0 1 0
S. epidermidis | 21 1 |120|0 47.62 | 3810 952 0 4.76 0
S. 3 0 0 0 1 0
haemolyticus | ¢ | L | 29[ 7500 | o 0 0 | 2500 | 0
N 3 3 2 0 0 0
S.hominis | 8 | 0 | 8|0 37553750 | 2500 0 0 0
S. 0 1 0 0 0 0
saprophyticus . I 0 100 0 0 0 0
Enterococcus 4 16 0 0 0 0
Spp. 20| 2 11810155650 80,00 | O 0 0 0
. 1 8 0 0 0 0
E. faecalis 9 0 910 1111 88.89 0 0 0 0
. 3 8 0 0 0 0
E. faecium 11 2 910 2727 72.73 0 0 0 0
40 47 7 0 3 0
Total 97 | 5 |92\ 0 i ou 1 4845 | 7.22 0 3.09 0
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