INTRODUCAO A
BACTERIOLOGIA

MIP8001 - ORGANISMOS PATOGENICOS DE
IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA

Curso de Graduacao em Saude Publica

Profa. Dra. Inneke M. van der Heijden Natario
| | : ) p inneke@usp.br

Universidade de Sao Paulo inneke. heijden@gmail. Com



mailto:inneke@usp.br
mailto:inneke.heijden@gmail.com

OBJETIVOS DA AULA

» IMPORTANCIA DAS BACTERIAS

» ONDE ESTAQ?
» COMO PODEM SER TRANSMITIDAS?

» CONHECER A ESTRUTUTRA BASICA DAS BACTERIAS

» COMO DETECTAR E IDENTIFICAR BACTERIAS
» POR METODOS FENOTIPICOS E GENOTIPICOS

» COMO DEFINIR SEU PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMI




ONDE ESTAO OS
MICRORGANISMOS?

E no nosso organismo:

MICROBIOTA...



QUAL A IMPORTANCIA DOS MICRORGANISMOS?

Normal microbiota of the

conjunctiva

1. Coagulase-negative
staphylococci

2. Haemophilus spp.

3. Staphylococcus aureus

4. Streptococcus spp.

Normal microbiota of the

DOENCAS
INFECCIOSAS

MICROBIOTA

MICROBIOTA

1. Coagulase-negative
staphylococci

2. Viridans streptococci

3. Staphylococcus aureus

4. Neisseria spp.

5. Haemophilus spp.

Normal microbiota of the nose

6. Streptococcus pneumoniae

outer ear

1. Coagulase-negative
staphylococci

2. Diphtheroids

3. Pseudomonas

4. Enterobacteriaceae
(occasionally)

Normal microbiota of the mouth and oropharynx

Normal microbiota of the 1. Viridans streptococci 9. Beta-hemolytic streptococci
stomach 2. Coagulase-negative (not group A)
1. Streptococcus staphylococci 10. Candida spp.

2. Staphylococcus
3. Lactobacillus
4. Peptostreptococcus

Normal microbiota of the skin
1. Coagulase-negative
staphylococci
Diphtheroids (including
Propionibacterium acnes)
Staphylococcus aureus
Streptococcus spp.
Bacillus spp.

Malassezia furfur
Candida spp.
Mycobacterium spp.
(occasionally)

I
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Normal microbiota of the

urethra

1. Coagulase-negative
staphylococci

2. Diphtheroids

3. Streptococcus spp.

4. Mycobacterium spp.

5. Bacteroides spp. and
Fusobacterium spp.

6. Peptostreptococcus spp.

Veillonella spp.
Fusobacterium spp.
Treponema spp.
Porphyromonas spp.
and Prevotella spp.
Neisseria spp. and
Branhamella catarrhalis
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. Streptococcus pneumoniae

11. Haemophilus spp.

12. Diphtheroids

13. Actinomyces spp.

14. Eikenella corrodens

15. Staphylococcus aureus

Normal microbiota of the
small intestine

1. Lactobacillus spp.

2. Bacteroides spp.

3. Clostridium spp.

4. Mycobacterium spp.

5. Enterococci

6. Enterobacteriaceae

Normal microbiota of the
vagina

1. Lactobacillus spp.

2. Peptostreptococcus spp.
3. Diphtheroids

4. Streptococcus spp. -

5. Clostridium spp.

6. Bacteroides spp.

7. Candida spp.

8. Gardnerella vaginalis
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Normal microbiota of the large intestine

Bacteroides spp.
Fusobacterium spp.
Clostridium spp.
Peptostreptococcus spp.
Escherichia coli
Klebsiella spp.

Proteus spp.
Lactobacillus spp.
Enterococci

10. Streptococcus spp.

11. Pseudomonas spp.

12. Acinetobacter spp.

18. Coagulase-negative
staphylococci

14. Staphylococcus aureus

15. Mycobacterium spp.

16. Actinomyces spp.

Figure 27.13 Normal Microbiota of a Human. A compilation of microorganisms that constitute normal microbiota encountered in varic.
body sites.




Microbiome

IN NUMBERS
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100 trilhoes de
microrganismos

* 10 vezes mais
células procariontes

* Mais de 10.000
especies
microbianas

 Genoma humano
possui 22.000 genes

* Microbioma
contribui com cerca
de 8 milhoes de
genes

* 80-95% nao
cultivaveis in vitro
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COMO OS MICROGANISMOS SAO TRANSMITIDOS?

INDIRETA
DIRETA ,
RESERVATORIO
RESERVATORIO '
VEICULO
HOSPEDEIRO
HOSPEDEIRO
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VETORES
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Infected
individual C

first

generation
vertical transmission
second
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TRANSMISSAO INDIRETA

FOMITES: OBJETOS INANIMADOS

Impressao de estetoscopio em
agar-sangue

Swab do
estetoscopio

Swab do estetoscépio |
depois de desinfeccao
com alcool




O QUE PRECISAMOS SABER SOBRE AS BACTERIAS?



As bactérias sao células procarioéticas

Algumas estruturas tem importante papel na
patogénese das doencas infecciosas, conhecidas
como fatores de viruléncia



Quais sao as principais estruturas das bacterias?

Capsule

Cell

wall Cell membrane




Membrana Citoplasmatica

» Dupla camada de fosfolipidios

» Proteinas periféricas e integrais, podendo formar

canais (porinas)

» Funcoes: trocas nutritivas, producao de energia e

sintese de parede

Glucoipido
Proteina peritérica Liquido
Glucoproteina Extracelular
‘ Poro
Canal
x oS
Fosfolipidos: 13 ‘
Cabeza [ . e S 33, s
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Citosol

Proteina
periférica

Proteina Colesterol

Proteinas
Integrales

Trocas nutritivas:
permeabilidade
seletiva ativa ou

passiva

Producao energia




ESTRUTURA DAS BACTERIAS: PAREDE CELULAR

Pilus

Capsula
Citoplasma

&
£

Ribossomos

Parede celular

Membrana plasmatica

Nucleoide
contendo DNA

Capsula

Parede celular

Membrana
plasmatica

Plasmideo

Fimbrias




PAREDE CELULAR

Bactéria Gram-positiva

Copyright € The McGraw-Hil Companies, Ing

Bactéria Gram-negativa

on required for reproduction or display

Gram-Positive
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Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria

|

Peptidoglycan

%

Cytoplasm Cytoplasm




PEPTIDIOGLICANO

Gram negative

Gram positive




Como visualizar as bacterias? @

Esta técnica recebeu
este nome pois foi
determinada pelo

» Coloracao de Gram

» Finalidade: evidenciar os
microrganismos quando
observados atraves do microscopio
optico

» Varias etapas

» Resultados em pouco minutos

1853-1938




1. Coloracdo de Gram

Preparagao da lamina

2. Coloracao de Gram

Aplicacéo de violeta de genciana

(corante purpura)

(1 minuto)

B> N
W

lavar com dgua
destilada

3. Coloracao de Gram

Aplicagao de violeta de genciana

(corante purpura)

as células absorvem a solugdo

(1 minuto)

lavar com agua
destilada

7
<

Lavar com agente descorante
(descoloragao)

agente descorante
(&lcool absoluto)

/'.

(15 segundos) ’. , ..

Iavar com &gua
/ destilada

5. Coloragao de Gram

Solugéo de iodo (mordente)

as células ficam azul escuras

lavar com dgua
/ destilada

4. Coloracao de Gram

Inundar com solugao de iodo (mordente /.\

iodo

(1 minuto)

lavar com dgua
destilada




/. Coloracao de Gram

Lavagem com alcool (descoloragdo)
células Gram-positivas azul escuras

células Gram-negativas
sem cor

lavar com dgua
destilada

8. Coloragao de Gram

Aplicacdo de agente contrastante
(contracorante)

safranina 0

(30 segundos)

lavar com &gua
destilada

g

10.Coloragao de Gram

Observar no
A a

microscopio

® células Gram-positivas
azul escuras

@ células Gram-negativas
vermelhas

9. Coloracao de Gram

Aplicacao de agente contrastante

células Gram-positivas azul escuras

células Gram-negativas

vermelhas /7

(30 segundos)

lavar com &gua
destilada




Gram Positive

Fixation

Crystal violet

l

lodine treatment

l

Decolorization

|

Counter stain
safranin

Gram Negative
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MAS NEM TODAS AS BACTERIAS PODEM SER
OBSERVADAS COM A COLORACAO DE GRAM...

» Bactérias Gram-negativas
» Bactérias Gram-positivas

» Bactérias Alcool-Acido Resistentes (BAAR) X
» Micobactérias




ESTRUTURA DAS BACTERIAS

PAREDE CELULAR DAS BACTERIAS

Gram-positive bacteria

Lipoteichoic acid

Lipoprotein

i
&

mhisi
LLLLLY

Peptidoglycan

Gram-negative bacteria

Peptidoglycan

Mycobacteria
LAM
Glycolipid
Mycolic acid @

WHTM

s'or

&.88 E& . 4

Galactan

Peptidoglycan

Mannophosphoinositide

Fonte: https://www.cell.com/fullte

092-8674(06)00190-5#secd10189583e33




BACTERIAS ALCOOL-ACIDO-RESISTEN

« Camada grossa de peptidioglicano e de acidos micolicos
« Camada de glicolipideos

Arabinogalacano

Peptidoglicano M —{

—( B o — | — Fosfatidil-inositol manosido

Y

Lipidos livres

—— Manano terminal

‘ Acidos— Lipoarabinomanano

micolicos

Proteinas

L) —

Lipomanano

Bicamada
lipidica

Quinase sensora
PhoP

DNA *—Regulador de resposta
PhoR

Figura 1. Representagdo esquematicada parede celular do Mycobacterium tuberculosis. Modificado de Park e
Bendelac, 2000.




COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

BAAR Outras bactérias
Fixar esfregaco

Uy Il il

0 .0 S s i ..

[

Descorar com alcool-acido

|
.. . Corar com azul de metileno .. .




Coloracao de Ziehl-Neelsen

Fixacdo do esfregaco na chama

’ ‘ Fucsina de Ziehl - 5 minutos
(aquecer até desprender vapores por 3X)

H;0
% l ‘ Alcool acido 2 minutos
H,0
- ’ ‘ Azul de metileno concentr:

%M 2 minutos
- ’ ‘ Lamina pronta

- é Aumento
1000X







Na microscopia, tambem e possivel verifica
a morfologia das bactérias...

Microscopia de imersao

COCOS BACILOS OUTROS
Estreptococo
- -

Streptococcus
Vibrido

pyogenes)
(Vibrio cholerae)

i —~
/ q_ ¥ \w—w
\ R Espirilo N

Flagelado ' (Helicobacter pylori)
(Salmonella typhi)

‘ Wf
Estafilococo Sarcma

: Endésporo v
(Staphylococcus  (Sorene, (Clostridiur: botulinum) EaMEOUELS
aureus) venEReH) (Treponema pallidum)

Dlplococo

(Streptococcus
pneumoniae)

Estreptobacilo
(Bacillus anthracis)

Tetrade




Morfologia celular: Forma e arranjo

Coco

Plano de
divisdo

g ¥ Dlplococos

(<)

(d)

Estreptococos

a-»

Tétrade

Estafilococos

(a)

(b)

(CW Estreptobacilos

(d)

Bacilo (ou bastonete)

| S——

Bacilo Gnico

 — —
Diplobacilos

-

Cocobacilo

MEV




ESPIRALADAS

(possuem uma ou mais Espiral
curvaturas) o
e»"‘,’—‘-
. .~ . . (@) Vibrigo
» Vibrides: ligeiramente
curvos
» Espirilos: forma helicoidal e
corpo rigido R
» Espiroquetas: forma o e
helicoidal e corpo flexivel
vibrio r‘/
S ol
spirillum (¢) Espiroqueta

" Soirochete




Fig. 25.16 Micrografia eletronica de varredura de Vibrio
cholerae mostrando bacilos em forma de virgula e flagelo

polar tnico. x13 000. Cortesia de DK Banerjee.




Outras estruturas importantes das bacterias

GLICOCALICE (Capsula e Slime)

» Funcgoes
» Protecdo contra a fagocitose
» Fixacao da bactéria no ambiente
» BIOFILME

bacterianas
plancténicas‘

Coluls / - \\
= N

Células bacterianas
plancténicas secundarias
L d
0005’ §
L1 )

MatrizEPS

Formagao de
microcolénias ,

s v _ . ‘&- '

Expansao e
Maturagdo do Biofilme

Aderéncia Dispersao

FIMBRIAS OU PELOS

» Existem 2 tipos [

1. ADESAO
Fator de Colonizacéo
Finos e Curtos

lumen of
the urethra

— bacteria
lacking
pili

2. CONJUGACAO
FIMBRIA SEXUAL

Finos e longos
Transferéncia de material
genético

Exemplo: fimbrias de adesao de Neisseria gonorrhoeae




Flagelos M
Permite a o TR
. @) Monotrichous SEM mphitrichous
motilidade -
bacteriana

Favorecendo sua
invasao em tecidos

(c) Lophotrichous 2 e —— |
o

LEPTOSPIROSE

Uma doenca grave que pode matar
RATO.

FILAMENTOS AXIAIS

Endoflagelos que permitem movimento de
saca-rolhas

Caracteristico das espiroquetas

Exemplos:
Leptospirose - Leptospira interrogans
Sifilis - Treponema pallidum

Outer sheath
Axial filaments




Outras estruturas importantes das

bacterias
ESPOROS (ou endosporos)

» Produzidos por alguns bacilos Gram-positivos
» Clostridium spp.
» Bacillus spp.

» Funcao

Resisténcia a condi¢oes adversas por longos
periodos de tempo

» Aumentam sua sobrevivéncia; suportam
» temperaturas extremas
» falta de agua
» substancias toxicas

o’ u

Vegetative
fce~




ESPORULACAO

NAO OCORRE AUMENTO DO
NUMERO DE CELULAS

.

NAO E UM PROCESSO
DE REPRODUCAO




Como as bacteérias se reproduzem?

Divisao de uma bactéria por Fissao Binaria

DNA Mesossomos

&,
o B &
it o‘
N OOJ
b= o‘\
e
&B oo

23

f@o‘
A OOJ
f@ox
\. oo)

A"

Tempo de geracao
E o tempo necessario para uma
célula se dividir

Duplicacdo do
DNA,

Sera que o tempo de geracao de uma
bactéria pode ser importante na patogenia
das doencas por elas causadas?



O tempo de geracao também esta
relacionado com a cultura das bacterias

in vitro




ETAPAS DO DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Pesquisa direta de antigenos Exames microbiol()gicos

(testes imunologicos) / l
Bacterioscopia Cultura TESTES
l MOLECULARES
Perfil de suscetibilidade Identificacao do

aos antimicrobianos agente infeccioso




MICROSCOPIA

» COLORACAO DE GRAM R A
» COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN
» COLORACAO DE FONTANA-TRIBONDEAU  ron: somepiononco
» PESQUISA DIRETA DE FUNGOS S
» OUTRAS P o S 2




CULTURA
MICROBIOLOGICA

» DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA

> NUTRI(;AO BACTERIANA
» TECNICAS DE SEMEADURA

» CONDICOES DE INCUBACAO
» TEMPO
» TEMPERATURA
» ATMOSFERA




Meios de cultura: Agar Sangue

ASM Microbelibrary.org © Tomalty



Patogeno Potencial

Neisseria memingitidis

Haemophilus influenzae

Streptococcus pneumoniae

Li/steria monocytogenes

Mycobacterium spp.

Escherichia coli

Meio de Isolamento

Agar Chocolate ou
Thayer-Martin modificado

Agar chocolate
Agar Sangue de carneiro a 5%
Agar Sangue de carneiro a 5%
ou Agar BEA

Agar Lowestein-Jensen

Agar macConkey




Agar
MacConkey
(MC)

Enterobactérias




Meios Cromogénicos

CHROMagar
Candida

Colonias:
Verdes = C. albicans
Azul = C tropicalis
Rosa = C. krusei

Branco = outras espécies




ldentificacao de Bacilos Gram-negativos

Bacilos gram-negativos
|

v .

Fermentador da glicose Naio-fermentador
l l
Oxidase (=) Oxidase (+) Oxidase (=) Oxidase (+)
Enterobactérias | | Aeromonas Exemplos: Exemplos:
P 1.6’5"9"10"“5 Acinetobacter spp. Pseudomonas spp.
Vibrio Burkolderia cepacia Burkolderia spp.
Campylobacter Stenotrophomonas maltophilia | | Alcaligenes spp.




|dentificacao de Cocos Gram-positivos

(+)

Teste da catalase

]

(=)

v

Estafilococo

r

¢l

v

Coagulase

DNase

Aglutinagio**

(+)

(+)

(+) [ (—)

R

Estreptococo

|

r

Alfa-hemélise

T

v

Beta-hemolise

v

Sem hemolise

' J

e |

vy v v
O = “ : ”» . -
S. aureus |g coagulase S. aureus S. coagulase ptoquina L Cam? test 1 NaCl 2 6.5% + NaCl a 6,5% -
negativo negativo R S | gl Bile esculina + Bile esculina +
- ] ¢ i ) ou PYR + ou PYR -
i 2 . Outros beta- | S- 98alactiae i i
S. grupo viridans  S. pneumoniae T
Novobiocina R Enterococcus spp. Estreptococo
I l I do grupo D
J 3 v :
- ivo® AL, ' NaCl a 6,5%
S. saprophyticus  S. coagulase negativo* - ] Z, Pigmento amarelo alLla 6,57 -
i 1 Efd ) Bile esculina -
= Outros beta- | S- pyogenes _i - -
Aglutinar SN anainitens Fcrmentaqalo da xilose Moével 30°C = E. casseliflavus
(+) (=)

Imével 30°C > E. mundtii

v 12

E. gallinarum

Outros
estreptococos

Fermentacdo da arabinose

(+) | (-)

. R

E. faecium E. faecalis




ETAPAS DO DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Pesquisa direta de antigenos

(testes imunologicos)

Exames microbiologicos

— |

Bacterioscopia Cultura

Perfil de suscetibilidade
a0s antimicrobianos

l

ldentificacao do
agente infeccioso

TESTES
MOLECULARES




IMPORTANCIA DOS TESTES
DE SUSCETIBILIDADE (TSA)
NA PRATICA CLINICA

» INSTITUIR TERAPIA
ADEQUADA

» DETECTAR A RESISTENCIA
MICROBIANA

» DADOS EPIDEMIOLOGICOS




TESTE DE SUSCETIBILIDADE
AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

» Padronizacéo X E U CAST w
> Normas para bacterias e
fungos Organization - - — 2 R
» Documentos
» execucao i —
(procedimentos)

»interpretacao dos testes

29th Edition

M100

Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing

41)




TESTES DE SUSCETIBILIDADE
AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

» Avaliacao QUALITATIVA
» Classifica a bactériaem S, | ou R
» DISCO DIFUSAO

» Avaliagcdo QUANTITATIVA
» Avaliacao da Concentracao Inibitéria Minima — CIM

~
=
D :t”":-i‘ " \\'\;_
o P 4¢] -~
pag/mi \ > Y ¥'\)\r V Q'J'J J!%‘{ J —

: . { VENED D)
Ve W \- \' '\’ u"\a
“\



COMO INTERPRETAR OS
RESULTADOS DE UM
TESTE DE
SUSCETIBILIDADE?

Tabelas especificas e
padronizadas com
critérios de
interpretacao




Enterobacterales

Regras de Especialistas e Tabelas de Resisténcia Intripse

Tabela de Pontos de Corte Clinicos do BrCAST - EUCAST, valida a partir de 01-05-2020

Cefalosporinas’ Ponto de corte p/ CIM (mg/L) Ponto de corte p/ diametro do halo|Notas
(mm) Numeros para comentarios gerais e/ou pontos de corte para CIM.
Letras para comentarios sobre disco-difus&o.
AIT S2 | R< AIT
Cefaclor - - - 1. Os pontos de corte de cefalosporinas para Enterobacterales permitem detectar todos os mecanismos de resisténcia
Cefadroxila 12 & <12 clinicamente relevantes (incluindo ESBL e AmpC mediada por plasmidios). Alguns isolados produtores de B-lactamases
3 ITU nio licada) sdo sensiveis ou sensiveis , aumentando exposicdo a cefalosporinas de 3? ou 42 geragdes, considerando-se estes pontos
Cd‘alexina — - 13 - =14 de corte, e devem ser relatados de acordo com o resultado do teste, ou seja, a presenca ou auséncia de ESBL ndo
ITU ndo g iahl influencia na categorizacdo da sensibilidade. A detecc@o e caracterizacdo de ESBL sdo recomendadas para fins de satde
s — bublica e controle de infecgdes.
Cefazolina (infecgdes com origem no trato urina EP EP EE
E. colie Klebsiella spp. (exceto K. aerogenes)
Cefepima 27 24-26 <24
Cefotaxima 20 17-19 <17 2. O ECOFF (8 mg/L) de cefoxitina apresenta alta sermbulldade porém baixa especrﬁudade para a identificacdo de
Cefoxitina (exclusivamente triagem)’ 19 & <19 Enterobacterales produtoras de AmpC, uma vez que esse f: & afetado também por coes de p bilidade e
Cefpodoxi 51 =1 algumas c penemases. Isolados classicamente ndo produtores de AmpC tém perfil selvagem, os p
efpodoxima — o & de AmpCs plasmidiais ou hiperprodutores de AmpC cromossdmica tém perfil ndo selvagem.
Ceftarolina 23 - <23 22-23
Ceftazidima 22 19-21 <19 3. Para fins de testes de sensibilidade, a concentrac@o de avibactam é fixada em 4 mg/L.
Ceftazidima-avibactam 13 = <13 4. Ver tabela de dosagens para doses para diferentes indicacoes.
C b 4 22 - <22 5. Para fins de testes de ibilidade, a cdo de b é fixada em 4 mg/L.
Ceftriaxona 25 22-24 <22
Ci IV, E. coli, spp. (exceto K. 50 19-49 <19
aerogenes ), Raoultella spp e P. mirabilis
Cefi ima oral (excl; ITU néo 19 - <19
licada), E. coli, Klebsiella spp. (exceto K.
aerogen%) Raoullella spp. e P. mirabilis
Carbapenémicos1 Ponto de corte p/ CIM (mg/L) Ponto de corte p/ diametro do halo|Notas
(mm) Numeros para comentarios gerais e/ou pontos de corte para CIM.
Letras para comentarios sobre disco-difuséo.
R> | AIT S2 I R< AIT
rEnapenem >0,5 25 - <25 1. Alguns isolados produtores de carbapenemases s&o categorizados como sensiveis utilizando esses pontos de corte e
devemserre!atadosdeacotdocomoresmadodotﬁte ou seja, a presenca ou auséncia de carbapenemases ndo
= E fl ia na categorizacdo da sensibilidade. A detec¢&o e a caracterizagdo de carb s&0 rec dad:
Imipenem ~ = 2 121 pl/ fins de satde publica e controle de infecgdes. Para a triagem de carbap € recc dado um ponto de corte
Imipenem?, Morganella morganii, Proteus spp. >4 50 17-49 =1y para meropenem de >0,125 mg/L (diametro de halo <28 mm).
Prowdencva Spp-
I leb Enterobacterales exceto pard =57 ER EP; EP 2. A atividade i te baixa do imip contra Morganella morganii , Proteus spp. e Providencia spp. requer
M)fganellaoeae alta exposicdo ao imipenem.
Meropenem >8 22 16-21 <16 3. Para fins de teste de sensibilidade, a concentragdo de relebactam é fixada em 4 mg/L.
|Meropenem-vaborbauam >gt EP EP EP 4. Para fins de teste de sensibilidade, a concentrac&o de vaborbactam é fixada em 8 mg/L.
Monobactamicos Ponto de corte p/ CIM (mg/L) Ponto de corte p/ diametro do halo|Notas
(mm) Numeros para comentarios gerais e/ou pontos de corte para CIM.
Letras para comentarios sobre disco-difus&o.
R> AIT S2 I R< AIT
Aztreonam' >4 26 21-25 <21 1. Os pontos de corte de aztreonam para Enterobacterales permitem detectar todos os memmsmos de nwstencna
clinicamente relevantes (incluindo ESBL). Alguns isolados produtores de B-lac sao ou
) exposicdo ao utilizando esses pontos de corte e devem ser relatados de acordo com o resultado
do teste, ou seja, a presenca ou auséncia de ESBL ndo influencia na categorizacd@o da sensibilidade. A deteccdo e a
caracterizac@o de ESBL s&o recomendadas para fins de saude publica e controle de infec¢des.

Varias TABELAS com critérios interpretativos
padronizados para diferentes bactérias

http://brcast.org.br/documentos/
Tabelas de Pontos de Corte Clinicos BrCAST 2023.pdf



http://brcast.org.br/documentos/
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CATEGORIZACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Sensivel, dosagem padrao (S)

S - Sensivel, dose padrao: Um microrganismo é categorizado
como Sensivel, dosagem padrdo*, quando ha uma alta
probabilidade de sucesso terapéutico utilizando o regime de
dosagem padrao do agente.

*Exposi¢cao depende do modo como, a via de administragao, a dose, o intervalo entre as doses, o
tempo de infusao assim com a distribui¢ao, o metabolismo e a excre¢dao do antimicrobiano,
influenciam o microrganismo no local da infecgao.

Redefinigdo S, |1 e R 2019 - www.eucast.org
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CATEGORIZACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Sensivel, aumentando exposicao (1)

| - Sensivel, aumentando exposi¢ao: Um microrganismo é
categorizado como Sensivel, aumentando exposi¢cdo* quando ha
uma alta probabilidade de sucesso terapéutico porque a exposi¢ao
foi aumentada ajustando-se o regime de dosagem ou sua
concentrac¢ao no local de infecgao.

*Exposi¢cao depende do modo como, a via de administracao, a dose, o intervalo entre as doses, o
tempo de infusdo assim com a distribui¢gao, o metabolismo e a excregao do antimicrobiano,
influenciam o microrganismo no local da infecgao.

Redefinigdao S, | e R 2019 - www.eucast.org
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CATEGORIZACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Resistente (R)

R - Resistente: um microrganismo é categorizado como
Resistente quando ha alta probabilidade de falha terapéutica
mesmo quando ha aumento da exposicao™.

*Exposi¢ao depende do modo como, a via de administragdo, a dose, o intervalo entre as doses, o
tempo de infusdo assim com a distribuicao, o metabolismo e a excre¢ao do antimicrobiano,
influenciam o microrganismo no local da infecgao.

Redefinigdao S, | e R 2019 - www.eucast.org




Resultado POSITIVO para Pseudomonas aeruginosa MDR

ANTIBIOGRAMA [d]
SENS. MIC

Amicacina R 16
Aztreonam R 32
Cefepime I 1
Ceftazidima I 2
Ceftazidima—-Avibactam NR VIDE OBS
Ciprofloxacina R 8
Colistina S 1,
Imipenem R 16
Levofloxacina R 4
Meropenem R 32
Piperacilina/Tazobactam I 8/4
Polimixina B S 1

OBS: Micro-organismo multidroga resistente (MDR), ou seja, resistente a 3 ou
mais classes de antimicrobianos (ANVISA, 2010). Favor entrar em contato
com a CCIH.




ETAPAS DO DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Pesquisa direta de antigenos Exames microbiol()gicos

(testes imunoldgicos) / l
Bacterioscopia Cultura TESTES
MOLECULARES
1 \ 4 [
e = 4
Perfil de suscetibilidade Identificacao do

aos antimicrobianos agente infeccioso




METODOS MOLECULARES APLICADOS A
BACTERIOLOGIA

PCR

» TECNICAS GENOTIPICAS PARA DETECTAR GENES PCRnested
BACTERIANOS PCR multiplex
» REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) RFLP
» VARIACOES DA PCR RAPD

PFGE

» TECNICAS DE TIPAGEM MOLECULAR R

» DETERMINAR O GENOMA BACTERIANO

Sequenciamento




Reacao em cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction)

» Método simples e pratico » Diagnostico de doencas
para copiar e amplificar infecciosas
genes

» Deteccao de mecanismos de R

> Introduzida em 1986 » Investigacao epidemioldgica
» Aplicacao: estudo e » Variacdes da PCR

analise genetica > RAPD

» RFLP

» outras




PCR » Atécnica da PCR possui 3 etapas distintas:

>
>
>
>
>
>
>

Separacgao das fitas de DNA
(92 a 96°C)

DNA molde (template) ~
Taq DNA Polimerase

Primer 1
. Pareamento do iniciador
MgCl,

dNTPs (A, T, C, G)
PCR Buffer (Tampao)

Sintese de DNA complementa
(72°C)

Time




Termocicladores




PCR : Denaturation 94°C
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REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

-
DNA with sequence of interest
5 3

First cycle Second cycle o Third cycle . ( \
3 5

UL
LLL Primer o « [ 1 20 to 30 cycles
) DNA polymerase LRI S 5

ISNENRNNENRNNE] —
) ’ s F )  TITTITITITIT
LU LUl Millions of copies

Denature and anneal primers
5 3

3 5




http://www.giagen.com/clinical/applications/infectious_diseases_research/various_bacteria.asp



Molecular detection of pathogens
Bacterla speC|f|c PCR

I C~ <
- b
e
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-

Campylobacter sp.

Salmonelfa sp.

Primers especificos

http://comp.uark.edu/~aszalan/usda_grant.html




PCR Multiplex para enterobacterias

Material clinico: Fezes

Gel de agarose. A seta indica um amplicon universal (revelado em todas as amostras =
presenca de enterobactérias)

+: Controle Positivo da PCRL; IC: Controle Interno da Reacao; B: Branco da Reacao
(agua destilada estéril)

http://www.giagen.com/clinical/applications/infectious_diseases_research/pathogenic_enteric_bacteria.



PCR EM TEMPO REAL
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ABI 7500

https://tmbm.fmr,
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