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1. INTRODUGAO

As pB-lactamases sdo enzimas bacterianas que hidrolizam os
agentes antimicrobianos beta-lactdmicos. Dentre as
betalactamases, destacam-se as betalactamases de espectro
estendido (Extended-Spectrum Betalactamase - ESBL) que s&o
capazes de hidrolizar o anel betalactdamico de penicilinas,
cefalosporinas de terceira geragdo (como ceftazidima, cefotaxima e
ceftriaxona) e monobactadmicos. A maior parte das ESBL sdo
mutagdes das beta-lactamases TEM-1, TEM-2 e SHV-1. A produgéo
de ESBL é mediada por plasmideos conjugaveis ou transposons
que facilitam a disseminagdo da resisténcia aos B-lactamicos e
também promovendo a co-selecéo em relagdo a outros antibioticos.
Conferem ampla resisténcia aos antimicrobianos que contém o anel
betalactdmico em sua estrutura e agem neste anel betalactadmico
rompendo-o0 e inativando assim, o antibiético. Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae sdo as espécies bacterianas mais
comumente encontradas produzindo ESBL, porém também foram
encontradas em diversas outras espécies de Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae.

As B-lactamases se mostram extremamente adaptaveis. Aparecem
em novos hospedeiros, mudam sua expressdo para niveis mais
altos, alteram sua susceptibilidade aos inibidores e aumentam o
leque de seus substratos. As bactérias sdo capazes de evolugdo
rapida em resposta a pressdo seletiva exercida pelo uso
generalizado de antibidticos, e assim, as mudangas continuadas
observadas nas caracteristicas das [-lactamases devem ser
esperadas.

As Enterobacteriaceae produtoras de ESBL sio reconhecidas
mundialmente como patégenos nosocomiais de grande importancia,
listadas como uma "ameaga grave" pelos Centros de Controle de
Doengas. O trabalho do laboratério de microbiologia ¢é
imprescindivel na detecgdo das enterobactérias produtoras de
ESBL. A detecgdo precoce destas bactérias multirresistentes é de
suma importancia para se instaurar o tratamento adequado e as
medidas de isolamento dos pacientes, necessarias para se evitar a
disseminagdo destes patdogenos em surtos comunitarios e
nosocomiais.

A presencga de microrganismos multi-resistentes é uma constante na
medicina atual. Os riscos associados a surtos ou epidemias estao
entre as preocupagdes de maior criticidade médica, devido ao
impacto e alto custo na saude publica, sendo fortes condutores
morbidade e mortalidade principalmente por infecgdes da corrente
sanguinea.

De acordo com a Nota técnica n°1 de 2010 da ANVISA, as medidas
para identificagdo, prevengao e controle de infecgbes relacionadas a
assisténcia a saude por microrganismos multirresistentes se
baseiam no controle do fendmeno da resisténcia microbiana tenha
aspectos que envolvem agdes intersetoriais que ndo se restringem
ao ambito do sistema de saude, as medidas de prevengdo aqui
elencadas s&o dirigidas a prevencdo e contengdo de
microrganismos multirresistentes no &mbito dos Servigos de Saude.
Sao considerados, pela comunidade cientifica internacional,
patégenos multirresistentes causadores de infecgdes/colonizagdes
relacionadas a assisténcia em saude: Enterococcus spp. resistente
aos glicopeptideos, Staphylococcus spp. resistente ou com
sensibilidade intermediaria a vancomicina,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, e
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Enterobactérias resistentes a carbapenémicos (ertapenem,
meropenem ou imipenem).

- Bactérias Multiresistentes ou Multidroga resistente (MDR, do inglés
“Multidrug resistant”) - Ndo sensiveis a pelo menos um antibidtico
em trés ou mais classes.

- Bactérias Extremamente resistentes ou Extensivamente
resistentes as drogas (XDR, do inglés “Extensive Drug Resistant”) -
Apresentam sensibilidade a todos os antibidticos representantes de
somente uma ou duas classes.

- Bactéria Panresistente ou Pandroga resistente (PDR, do inglés
“PanDrug Resistant”) - Ndo sensiveis a todos os antibidticos de
todas as classes

Culturas de vigilancia: Medidas de prevengdo e controle de
infecgdes relacionadas a assisténcia a saude por microrganismos
multirresistentes (CCIH) para manter o sistema de vigilancia
epidemiologica das infecgbes relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS) que permita o monitoramento adequado de patégenos
multirresistentes, em parceria com o laboratério de microbiologia. E
avaliar a necessidade de implantar coleta de culturas de vigilancia,
de acordo com o perfil epidemiolégico da instituigao.

Objetivo: Minimizar a transmissdo cruzada de microrganismos
resistentes através da deteccdo de individuos colonizados e
colocagao em isolamento de contato

Atribuigoes do Laboratério de Microbiologia:
Identificacdo patdgenos multirresistentes — Rapidez e qualidade nos
exames realizados — Notificagdo imediata a CCIH

As ESBL possuem grande importancia epidemioldgica devido a sua
rapida disseminagdo (transmitida via plasmideo) principalmente em
ambiente hospitalar.

Os principais fenotipos encontrados sdo TEM; SHV; CTX-M; PER;
BES; GES; OXA, entre outras. Estas enzimas conferem resisténcia
as penicilinas, cefalosporinas de 12, 32 e 42 geragdo e aos
monobactans. Sendo inibidos por acido clavulanico, tazobactam e
sulbactam.
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PENICILINAS CEFALOSPORINAS MONOBACTANS CARBAPENEMS

Penicilina G 13Geragdo— Aztreonam Imipenem
Cefazolina

Oxacilina 28Geragdo — Meropenem
Cefoxitina

Piperacilina 32Geragdo— Ertapenem
Cefotaxima,
Ceftazidima

Doripenem

Inibidos por Acido Clavulanico, Tazobactam, Sulbactam

Tipos: TEM; SHV; CTX-M; PER; BES; GES; OXA, outras.

O CLSI preconiza que os testes de detecgédo devem ser realizados
apenas para fins epidemioldgicos, e ndo para avaliar o perfil de
sensibilidade. Para isso os pontos de cortes foram reajustados.

SCREENING PARA PESQUISA DE ESBL:
- Para cepas de E. coli, K. pneumoniae e K. oxytoca:

Antibiotico Concentragédo Resultados
Cefpodoxima 10 pg <17 mm
Ceftazidima 30 ug <22 mm
Aztreonam 30 pg <27 mm
Cefotaxima 30 pg <27 mm
Ceftriaxona 30 yg <25 mm

- Para cepas de P. mirabilis:

Antibiético Concentragdo Resultados
Cefpodoxima 10 pg <22 mm
Ceftazidima 30 ug <22 mm
Cefotaxima 30 pg <27 mm

2. COMPOSIGAO

F = Concentragao/
ormulagao L
Cromopeptona 16,1
Peptona do coragéo (bovina ou suina) 5,0
Inibidores 1,5
Cefotaxima 2,0
Mistura de substratos cromogénicos 1,3
Agar base 15,0
Agua deionizada 1000mL

pH7,0+0.2a25C

A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Pode ser utilizado para isolamento utilizando culturas recentes de
bactérias.

- Swab de vigilancia, coletado em swab Amies ou Stuart com ou
sem carvao.

- Culturas de vigilancia para pesquisa de ESBL devem sempre
incluir amostras de swab retal ou perianal, podendo ser combinados
com secrecdo de orofaringe, endotraqueal, inguinal, sendo que
esses ultimos ndo devem ser escolhidos como sitios unicos.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservacao das amostras, conforme sua politica da qualidade.

- Sempre considerar as necessidades especificas dos
microrganismos alvos das andlises, microrganismos com
necessidades especiais (suplementos especificos ou ambiente
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controlados) podem n&o apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que nido apresente os requisitos
minimos.

b- Precaugoes e cuidados especiais

- Produto destinado ao uso diagndstico in vitro;

- N&o usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado.

- Antes de descartar o material usado, autoclavar a 121°C por 20
minutos. Para acondicionamento do material usado, recomendamos
0 uso do Detrilab.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

Meio contendo cromégenos especificos para espécies de
Enterobacteriaceae, inibidores para microbiota contaminante,
indutores de resisténcia e antimicrobianos na concentragdo do
cut-off capaz de isolar espécies de ESBL.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério as placas devem ser
armazenadas em temperatura de 2 a 8°C, condicbes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em roétulo,
desde que isento de contaminagéo de qualquer natureza. O uso de
refrigerador tipo frost-free ndo é recomendado para meios de cultura
devido ao efeito desidratante deste tipo de equipamento.

Ao sofrer variagdes de temperatura todo meio de cultura pode gerar
condensagdo, de pouca a muita, acumulando &agua na placa.
Recomenda-se guardar as placas com os meios de cultura virados
para cima e, quando necessario, desprezar a agua acumulada e
deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizagao.

A agua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagao de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto.

Devido a carga de antibiéticos no meio de cultura, recomenda-
se manter o produto protegido de incidéncia direta de luz
(natural ou artificial) e evitar grandes variagées de temperatura
até a utilizagao.

Considerando que este produto & gelatinoso e sua composi¢éo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagdes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensagao, de pouco a muita, acumulando agua na placa.
Recomenda-se guardar as placas com os meios de cultura virados
para cima e, quando necessario, desprezar a agua acumulada e
deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizagao.

Conforme descrito em literatura, o laboratério deve retirar da
refrigeragdo apenas a quantidade de produto que devera ser
utilizada em sua rotina e deixar estabilizar a temperatura, ou secar a
agua condensada, antes de sua utilizagdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubagdo em estufa (+ 37°C) para
redugdo do tempo de secagem ou estabilizagdo. A repeticdo do
processo de refrigeragdo/estabilizagdo ndo é recomendada, a
constante troca de temperatura pode levar a desidratagédo do meio,
expor o produto a contaminagdes ou gerar um acumulo de agua
excessivo.

A agua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagao de temperatura, nao influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

Devido a presencga de substratos sensiveis, recomenda-se manter o
produto protegido de incidéncia direta de luz (natural ou artificial) e
evitar grandes variagbes de temperatura até a utilizagao.

c- Precaugées e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagnéstico in vitro;

- Uso restrito por profissionais;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protegdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;
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- N&o utilizar placas com sinais de contaminacao, ressecamento ou
com alteragdes de cor ou espessura;

- Nao usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protegdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab.

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
manuseio para o descarte devera estar de acordo com a RDC 222,
DE 28 DE MARGCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nao
fornecidos)

- Estufa bacterioldgica,

- Bico de Bunsen;

- Algas bacteriologicas.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Retirar o pacote da refrigeracdo e, em ambiente asséptico,
separar as placas a serem usadas, devolvendo o restante ao
refrigerador;

b- Colocar as placas em estufa bacterioldgica entre 35-37°C pelo
tempo necessario para adquirirem esta temperatura;

c- Usando procedimentos adequados, proceder a inoculagdo do
material diretamente na superficie do meio;

d- Ou apos enriquecimento seletivo em caldo BHI (por 35-37°C/18-
24h);

e- Incubar o material em estufa bacteriologica entre 35-37°C/18-24h.
f- Apds a incubag&o analisar o desenvolvimento de colénias e
analisar as cores conforme descrito a seguir:

Cores das Colonias Microrganismo
Résea, magenta, avermelhado | Escherichia coli
Presume-se grupo KESC
(Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Serratia spp. ou Citrobacter spp.).
Pseudomonas spp.
Proteus ssp., Morganella ssp.,

Verde escura a azul metalico

Cinza a creme

Amarelo a marrom ou verde
com halo marrom Providencia ssp.

Frequentemente inibido Fungos e leveduras

Inibicdo Cocos Gram-positivos

Inibicdo Cepas sensiveis aos B-lactamicos

g- Ainterpretacdo das coldnias deve sempre levar em consideragéo
as caracteristicas morfolégicas e, quando necessario, as
microscopicas.

h- Pode ser necessario a incubagdo por mais 24h, para melhor
desenvolvimento das cores das colbnias e diferenciagdo das
espécies.

i- Caso haja crescimento de qualquer colénia que ndo corresponda
as caracteristicas descritas, ou para casos em que ndo ocorra a
formacdo completa da coloragdo sugerida, proceder com testes
identificagdo e confirmatérios para Bacilos Gram-negativos
conforme metodologia seguida pelo laboratério, para descartar a
presenga de outras cepas com resisténcia a B-lactamicos ou a
presencga de outras variantes de genes produtores de 3-lactamases.

Observagéo:

N&do ha obrigatoriedade para a realizacdo de testes para
confirmagédo dos isolados com screening positivo para ESBL. O
CLSI indica a realizagdo da confirmagdo apenas para casos de
surtos ou para estudos epidemiolégicos, ou por solicitagdo da CCIH.
Para realizagdo dos testes confirmatérios é possivel utilizar os
métodos citados a seguir.

- Método de Duplo Disco Difusdo ou Disco Aproximagao:

Testar a cepa frente a dois discos, um contendo a cefalosporina de
terceira geracdo e o outro, disposto a 20mm de distancia, contendo
o inibidor de beta-lactamase (amoxacilina + acido clavulanico). O
alargamento (ou zona fantasma) ou o do halo de inibicdo da
cefalosporina, confirma a produgdo de ESBL.
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Nas figuras abaixo as setas mostram a formacao da zona fantasma
e alargamento da zona de inibigao.

- Método dos Discos Combinados

Testar a cepa frente a dois discos, um contendo a cefalosporina de
terceira geragcdo e o outro esse mesmo antimicrobiano mais o
inibidor (acido clavulanico). Apés incubagdo medir halos dos discos
com e sem inibidor, 0 aumento igual ou superior a 5 mm do disco
com o inibidor, caracteriza cepa produtora de ESBL.

Discos a serem utilizados:
- Ceftazidima com e sem clavulanato
- Cefotaxima com e sem clavulanato

7. RESULTADOS

Relatdrio

- Ndo houve crescimento:

“Auséncia de microrganismos sugestivos de ESBL na amostra
analisada”.

- Havendo crescimento:
“Presenca de (citar espécie isolada) sugestiva de ESBL na
amostra analisada”.

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

- A utilizacdo de antibidticos na formulagdo pode acarretar foto
sensibilidade, recomenda-se proteger o produto da incidéncia direta
da luz.

- Algumas variagdbes de cor, apresentando tonalidades e
intensidades diferentes entre si, podem ocorrer, devido a
caracteristicas unicas da cepa analisada.

- A presenga de mais de uma variante genética intrinseca a cepa
analisada, E. coli Lactose negativa, por exemplo, podem interferir na
coloragdo geradas pelos cromdégenos. E possivel que
caracteristicas Unicas ou mutadas da cepa ou do portador possam
interferir no desempenho dos cromégenos afetando ou retardando o
total desenvolvimento de cor das col6nias.

- Inéculos com excesso de carga bacteriana podem interferir na
acao dos crombgenos.

- Alguns microrganismos, ndo ESBL, que possam apresentar
resisténcia a B-lactdmicos ou aos demais inibidores de flora, podem
se desenvolver no meio de cultura, porém suas caracteristicas
fenotipicas sao facilmente diferenciadas.

- Enterobactérias produtoras de carbapenemase nao sao inibidas
por este meio, por estes genes causarem resisténcia a todos as
cefalosporinas.

- Esta é uma andlise qualitativa, o crescimento esta condicionado a
microrganismos resistentes a B-lactdmicos e ndo susceptiveis aos
inibidores de flora utilizado. A possibilidade de haverem genes
diferentes em uma mesma cepa com fendtipo similar pode
ocasionar um crescimento reduzido.

- Este meio de cultura pode apresentar precipitados em seu interior,
devido a cristalizagdo de inibidores, estes precipitados nao
interferem no desempenho do meio de cultura ou alteram a
capacidade de crescimento de microrganismos.

Os resultados falso—negativos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situacoes:

. Técnica de coleta inadequada

. Incubagédo em temperatura inadequada

. Uso de antimicrobiano prévio

. Utilizagao de alga flambada nao resfriada
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. Tempo de incubagéo insuficiente

. Infecgdo crénica (infecgéo pouco ativa)

. Agentes etioldgicos exigentes com relacao aos meios de
cultura

. Necessidade de meios especiais para o crescimento de
um agente infeccioso especifico

Os resultados falso—positivos podem ocorrer, com maior frequéncia,
nas seguintes situacdes:

Técnica de assepsia inadequada

Armazenamento ou transporte de amostra inadequado
Tempo longo entre a coleta e analise

Tempo excessivo de incubagéo

Interpretagao equivocada de coldnias nao patogénicas
Utilizacdo de material vencido, contaminado ou em
condi¢des inadequadas

. Presenga de perfis de resisténcia diferenciados

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessdrios

Cepas padrdo: ATCC® (American Type Culture Collection) ou
derivadas).

- Controle de qualidade recomendado:

Parametro Resultado esperado
Klebsiella pneumoniae Crescimento bom — colbnias
ATCC® 700603 azuis

Escherichia coli I

ATCC® 25922 Inibigao

Enterococcus faecalis Inibica

ATCC® 29212 nivigao

Meio de coloragdo ambar claro,
ligeiramente opalescente, com
pequenissimos precipitados.

Meio néo inoculado

- Periodicidade
Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade estabelecida
pelo préprio laboratério.

- Anélise dos resultados

As cepas inoculadas no material devem apresentar caracteristicas
de crescimento esperados. Caso se constate algum problema ou
diferenga, os resultados de amostras clinicas ndo devem ser
liberados até que as causas tenham sido apuradas devidamente e
os problemas constatados sanados.

10. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Codigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

- O usuario conhega e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigbes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condi¢des de uso, manutengéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sdo repetidos periodicamente conforme
calendario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rétulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

diagnéstico in vitro.

n E F Caodigo do produto LﬂTl Numero de lote
5 N Numero de série d Fabricante
Consultar instrugdes para utilizagao g Validade
L Produto para saude para
Temperatura de armazenagem (limite IvD
de temperatura)

m Representante autorizado na

Comunidade Européia

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Esterilizado utilizando técnicas

assépticas de processamento

TEFII_E Esterilizagao utilizando irradiagéo
— . . . .
D'd Risco bioldgico

| CONTROL Controle

ICDHTH;DL] - Controle Positivo

! Fragil, manusear com cuidado

STERAILEED Esterilizagdo utilizando 6xido de

etileno

Cuidado. Importante consultar
instrugcdes de uso.
[conTROL]|- Controle Negativo

Manter seco

Esterilizado utilizando vapor ou calor

STERILE| ; seco

www.laborclin.com.br
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Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

<
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Somente para avaliagcéo de
desempenho

Nao reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edigéo (24.08.2022)
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