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ao SMX-TMP em isolados brasileiros. Uma realidade? Pbladoen 20101

Stenotrophomonas maltophilia: emerging resistance to TMP-SMX in Brazilian isolates. A reality?

Luiza Souza Rodrigues'; Thais Sabato Romano Di Gioia% Flavia Rossi?

TR resumo

Stenotrophomonas Introdugdo: Stenotrophomonas maltophilia é um importante patégeno hospitalar emergente,
maltophilia naturalmente resistente aos carbapenémicos, que possui sulfametoxazol/trimetoprima (SMX-TMP) como
Disco-difusio opgdo terapéutica. Porém, relatos de resisténcia a essa droga comecaram a aparecer. Objetivos: Avaliar

o perfil de sensibilidade das cepas de S. maltophilia e comparar os resultados obtidos por diferentes
Microdiluigao metodologias. Método: As cepas isoladas na rotina microbiol6gica do Hospital das Clinicas de Sdo
Sulfametoxazol/ Paulo em 2007 foram avaliadas quanto ao perfil de suscetibilidade por disco-difusdo e microdilui¢do.
trimetoprima Respeitando a padronizacdo do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), SMX-TMP e

levofloxacino foram testados pelas duas técnicas, bem como a tigeciclina, interpretada segundo a
agéncia norte-americana Food and Drug Administration (FDA). Ticarcilina/clavulanato, ceftazidima,
imipenem, meropenem e moxifloxacino foram avaliados apenas por microdiluicdo. O percentual de
correlacdo entre as metodologias foi analisado pelo programa WHONET®. Resultados: Das 126 cepas,
1,6% apresentaram resisténcia a SMX-TMP; 2,4%, a levofloxacino; 23%, a ticarcilina/clavulanato; 54%,
a ceftazidima. Todas apresentaram concentracdo inibitéria minima (CIM) < 2 ug/mL para tigeciclina e
96,8%, CIM < 2 pg/mL para moxifloxacino. O indice de concordéncia categérica entre as metodologias
foi de 100% para SMX-TMP e de 89,6% para levofloxacino. Discussdo e conclusdao: Embora SMX-TMP
seja a droga de escolha para o tratamento de infec¢des por S. maltophilia, ha possibilidade de resisténcia
a esse antibiético, dificultando a decisdo terapéutica empirica, sendo fundamental a realizacéo do teste
de sensibilidade. A técnica de disco-difusdo demonstrou boa correlagédo com a microdiluicdo. Entre as
novas opgdes terapéuticas, tigeciclina e moxifloxacino apresentaram boa atividade in vitro.

abstract IS

Introduction: Stenotrophomonas maltophilia is an important emerging nosocomial pathogen naturally | Stenotrophomonas
resistant to carbapenems. Although trimethoprim/sulfamethoxazole (TMP-SMX) is commonly used as o | ™altophilia
treatment option, resistance to this drug has been recently reported. Objectives: To evaluate the susceptibility | pisk diffusion
profile of S. maltophilia strains and compare the results obtained by different methods. Methods: As to
susceptibility profile, all strains, which had been routinely isolated at Hospital das Clinicas, Sdo Paulo, | Microdilution
in 2007, were evaluated through disk diffusion and microdilution. In accordance with the Clinical and Trimethoprim/
Laboratory Standard Institute (CLSI), TMP-SMX and levofloxacin were tested through both techniques, as | sulfametoxazole
well as tigecycline, which was interpreted in conformity with Food and Drug Administration (FDA) regulations.
Ticarcillin/clavulanate, ceftazidime, imipenem, meropenem and moxifloxacin were evaluated only through
microdilution. The correlation between these methods was assessed by WHONET®. Results: 1.6% of 126 strains
were resistant to TMP-SMX, 2.4% to levofloxacin, 23% to ticarcillin/clavulanate, and 54% to ceftazidime.
Al strains showed minimum inhibitory concentration (MIC) < 2 ug/ml for tigecycline and 96.8% MIC <
2 pug/mL for moxifloxacin. The correlation index between both methods was 100% for TMP-SMX and 89.6%
for levofloxacin, respectively. Discussion and conclusion: Although TMP-SMX is the standard treatment for
S. maltophilia infections, there may be resistance to this antibiotic, which hinders the therapeutic approach,
hence the significance of susceptibility tests. The disk diffusion technique showed a good correlation with
microdilution. Among the new therapeutic options, both tigecycline and moxifloxacin presented significant
activity in vitro.

1. Pds-graduada em Patologia Clinica; biologista da Secéo de Microbiologia da Divisao de Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(DLC-HC/FMUSP).

2. Médica patologista clinica do Servico de Microbiologia da DLC-HC/FMUSP.

3. Doutora em Patologia Clinica; diretora médica do Servico de Microbiologia da DLC-HC/FMUSP.
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Introducao

Stenotrophomonas maltophilia, previamente denomina-
da Pseudomonas maltophilia e posteriormente Xanthomonas
maltophilia, é atualmente a Unica espécie pertencente ao
género Stenotrophomongt* 1% 23,

Caracteriza-se por ser um bacilo Gram-negativo nédo
fermentador de glicose (BGNNFG), aerébio, com distri-
buicio ubiqua e baixa viruléncia. E considerado um agente
incomum de infec¢des em individuos imunocompetentes,
porém nas Ultimas décadas vem se destacando como um
patédgeno nosocomial emergente, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, com alta morbidade e
mortalidade, sendo, em muitos centros, o terceiro BGNNFG
de maior importancia em infec¢des hospitalares, perden-
do apenas para Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii® 1°12.23),

O espectro das infeccdes por esse agente é variado,
incluindo bacteremias, pneumonias, infeccdes de pele e
tecidos moles, endocardites, infeccdes no trato urinario,
meningites, infeccdes intra-abdominais, sindromes oftal-
moldgicas e sinusites®.

Os fatores de risco para infeccdo por S. maltophilia
incluem uso de terapia antimicrobiana de amplo espectro
(carbapenémicos, cefalosporinas de espectro estendido e
fluoroquinolonas), imunossupressao, leucemias ou linfomas
refratérios, neutropenia pés-quimioterapia (< 500 células/uL),
mucosite do trato gastrointestinal (TGI) secundaria a qui-
mioterapia, radioterapia, doenca enxerto versus hospedeiro,
permanéncia prolongada em unidade de terapia intensiva
(UTI), ventilacdo mecanica prolongada (mais de sete dias)
e uso de dispositivos intravasculares®’: 2% 22, A presenca
de cateter venoso central e ventilador mecanico funciona
como porta de entrada e superficie de adesdo desse micror-
ganismo, que tem como uma de suas principais vantagens
adaptativas a habilidade de formar biofilme em materiais
constituidos por poliestireno. A producéo da matriz extra-
celular do biofilme é crucial para aderéncia da bactéria,
protecdo contra o sistema imunolégico do hospedeiro e
atividade antimicrobiana®.

O isolamento laboratorial de cepas de S. maltophilia
em amostras bioldgicas nem sempre traduz infeccéo,
pois o TGI, as vias aéreas e a pele podem ser sitios de co-
lonizagdo no individuo. A colonizacdo desses sitios pode
estar relacionada com estadia prolongada em UTI, uso
de traqueostomia, exposicdo prévia com fluorquinolona
e terapia prolongada com carbapenem ou cefalosporina
de quarta geracao® 2",

Arelacdo do uso dos betalactamicos com o aumento da
incidéncia de infec¢es por S. maltophilia ainda é assunto
controverso na literatura. Em um estudo epidemiolégico
realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medici-
na da Universidade de S&o Paulo (HC/FMUSP) no periodo
de 1999 a 2006, com o objetivo de avaliar o efeito do uso
de carbapenémicos e cefalosporinas de quarta ou terceira
geracao (com acdo antipseudomonas) e a associacdo dessas
drogas ao aumento da incidéncia desse agente em infec-
¢Oes de corrente sanguinea, ndo foi observado aumento
significativo na taxa de incidéncia®.

O tratamento de escolha para as infec¢des causadas
por esse microrganismo € a associacao sulfametoxazol/
trimetoprima (SMX-TMP) em dose similar a utilizada
no tratamento de pneumonia por Pneumocystis jiroveci
(= 15 mg/kg/dia), pois diversos mecanismos de resistén-
cia estdo presentes minimizando a atividade de outras
drogas, como carbapenémicos, cefalosporinas e amino-
gliCOSI’deOS“' 2,8,13,16,17, 22)'

A emergéncia de cepas de S. maltophilia resistentes a
SMX-TMP associada a escassez de trabalhos clinicos utili-
zando drogas alternativas tornam a escolha terapéutica um
desafio. Esse fato vem ganhando destaque na literatura,
com taxas mundiais de resisténcia que variaram de 2% a
10%, sendo os maiores percentuais encontrados em paises
da Europa® 22,

A técnica padrao para a avaliacdo do perfil de sensibi-
lidade aos antimicrobianos (PSA) desse microrganismo é a
microdiluicdo em &gar ou caldo, para a qual o Clinical and
Laboratory Standard Institute (CLSI) padronizou valores de
interpretacdo dos resultados para seis drogas: SMX-TMP,
levofloxacino, cloranfenicol, ticarcilina/clavulanato, cefta-
zidima e minociclina. Esse documento também dispde de
interpretacao pela técnica de disco-difusao, porém somente
para trés antibi6ticos (SMX-TMP, levofloxacino e minoci-
clina), devido a baixa correlacdo da metodologia padrao
com as demais drogas.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o perfil de sen-
sibilidade das cepas de S. maltophilia isoladas no complexo
hospitalar do HC/FMUSP e comparar os resultados obtidos
pelas metodologias laboratoriais disponiveis.

Durante o ano de 2007, todas as cepas de S.
maltophilia, isoladas de amostras biolégicas na ro-
tina do Laboratério de Microbiologia da Divisdo de
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Laboratério Central (DLC) do HC/FMUSP, foram arma-
zenadas em microtubos com uma gota de glicerina para
1 mL de caldo triptona de soja (TSB) e guardadas em
freezer a -70°C. No ano seguinte, essas cepas foram
reconstituidas, confirmadas quanto a identificacdo com
testes bioquimicos, e uma nova avaliacdo do perfil de
sensibilidade in vitro foi realizada por meio das metodo-
logias de disco-difusao (Kirby-Bauer) e microdiluicdo em
caldo, conforme orientacdes do fabricante (MicroScan®,
Siemens).

Os antibidticos testados pela técnica de disco-difusao
foram SMX-TMP, levofloxacino e tigeciclina (Oxoid®).
As cepas ndo sensiveis a tigeciclina foram testadas
também pela metodologia de E-test® (AB-Biodisk) e
microdiluicdo.

O painel de antibiéticos avaliado por micro-
diluicdo (MicroScan® Siemens) e suas respectivas
diluicdes foram: SMX-TMP (2/38 pg/mL), levofloxacino (2
e 4 pg/mL), ticarcilina/clavulanato (12/2 e 64/2 pg/mL),
ceftazidima (8 e 16 yg/mL), imipenem (4 e 8 ug/mL),
meropenem (4 e 8 ug/mL), moxifloxacino (2 e 4 pug/mL)
e tigeciclina (0,025 a 16 ug/mL), com leitura manual apos
18 a 24 horas de incubacdo a 35°C £ 2°C.

Os critérios para a interpretacdo dos resultados
basearam-se no documento CLSI M100-S18, com
excecdo de tigeciclina e moxifloxacino. Para tigecicli-
na, foram utilizados os pontos de corte do Food and
Drug Administration (FDA) definidos para enterobac-

térias, sendo a concentragédo inibitéria minima (CIM)
<2ug/mL, = 4 pg/mL e > 8 ug/mL, consideradas sensivel,
intermediaria e resistente, respectivamente; e para moxi-
floxacino foram utilizados os pontos de corte do CLSI do
levofloxacino.

O percentual de concordéncia categérica dos re-
sultados obtidos entre as duas metodologias foi anali-
sado no programa estatistico WHONET®. A correlagdo
entre os métodos foi avaliada de acordo com o tipo
de erro categérico, conforme estabelecido pelo CLSI.
Erro gravissimo é definido como falsa sensibilidade, erro
grave ¢é falsa resisténcia e erro leve é aquele no qual a
categoria discrepante passa de sensivel para interme-
diaria, de resistente para intermediaria ou vice-versa.
Os erros leves (< 10%), graves (< 3%) e gravissimos
(£1,5%) sdo os niveis definidos pelo CLSI como aceitaveis
para correlagdo de métodos.

Resultados

Das 126 cepas de S. maltophilia incluidas no estudo, 60
(47,6%) foram isoladas de sangue e ponta de cateter; 46
(36,5%), de amostras provenientes do trato respiratério
(lavado bronquicoalveolar, secre¢do traqueal, escarro e
secrecao de orofaringe); 15 (11,9%), de outros materiais,
como feridas cirdrgicas, abscessos e secrecdes; e 5 (4%), de
liquidos nobres (liquido ascitico, liquido pleural e liquor),
conforme Figura 1.

N° cepas
45
40 -
30
30
25+

Sangue
(41)

Sangue

0 de cateter
15 (13) Ponta de
cateter

10 4 (6)

Secregdo

Out
tragueal Escarro (ulgf)ﬁ

(14 (13) Liquidos

Secrecdo nobres

orofaringe (5)
(3)

LABA
(16)

Tipos de amostra hiolégica

Figura 1 - Distribuicdo das cepas de S. maltophilia isoladas, segundo o tipo de material bioldgico (DLC-HC/FMUSP, 2007)
DLC- HC/FMUSP: Diviséo de Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo; LABA: lavado

broncoalveolar.
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No estudo do perfil das drogas padronizadas pelo CLSI
por microdiluicdo, obtivemos as taxas de resisténcia de
1,6% a SMX-TMP, 2,4% a levofloxacino, 23% a ticarcilina/
clavulanato e 54% a ceftazidima. As duas cepas resistentes
a SMX-TMP também foram resistentes a levofloxacino,
ticarcilina/clavulanato e ceftazidima, com 100% de sen-
sibilidade apenas a tigeciclina. Moxifloxacino apresentou
96,8% de sensibilidade com CIM < 2 pg/mL. Todas as cepas
apresentaram CIM > 8 ug/mL a imipenem e meropenem
(Tabela 1).

Ao comparar os resultados categéricos entre as metodo-
logias utilizadas, o indice de concordancia para SMX-TMP
foi de 100% e para levofloxacino, 89,7% (Figuras 2 e 3).

Entre as discrepancias categdricas encontradas para
levofloxacino, 8% foram de erros leves e 2,4%, erros graves.
Em relacdo a tigeciclina, quando testada por disco-difusdo,
oito cepas apresentaram-se ndo sensiveis, porém, quando
foram avaliadas por microdiluicdo, apresentaram CIM
abaixo de 2 pyg/mL e, portanto, sdo sensiveis segundo os
critérios do FDA (Tabela 2).

Discussao

O perfil de sensibilidade apresentado pelos isolados de
S. maltophilia neste estudo foi compativel com o caracteristi-
co desse agente, apresentando baixos niveis de sensibilidade
aos antibidticos betalactamicos e betalactdmicos associados
a inibidores de betalactamase e melhor sensibilidade a
SMX-TMP e fluoroquinolonas 2. Embora SMX-TMP seja
o antibiético de escolha nas infec¢des por S. maltophilia,
a emergéncia dessa resisténcia vem ganhando destaque
na literatura, variando de 2% no Canada e na América
Latina a 10% na Europa. Neste estudo, encontramos 1,6%
(duas cepas) de resisténcia a esse antimicrobiano, indice
similar ao encontrado em dados brasileiros publicados em
2004, que detectaram 1,5% de cepas ndo sensiveis a esse
antibiético® 19

A possibilidade da resisténcia a SMX-TMP, apesar
de ndo ser expressiva e ndo ter demonstrado aumento
significativo nos dltimos anos, pode dificultar a decisdo
terapéutica empirica nas infeccdes graves, visto que a

Perfil de suscetibilidade das cepas de S. maltophilia (n = 126) por microdilui¢ao e disco-difusao

LELEERY (DLC-HC/FMUSP)

Microdiluicao Disco-difusao
S$% 1% R% S$% 1% R%
Sulfametoxazol/trimetoprima 98,4 0 1,6 98,4 0 1,6
Levofloxacino 88,9 8,7 2,4 88,1 5,5 6,4
Ticarcilina/clavulanato 33,3 447 29 NSA NSA NSA
Ceftazidima 34,1 11,9 68 NSA NSA NSA
*Moxifloxacino 96,8 0,8 2,4 NSA NSA NSA

*Utilizado ponto de corte (CLSI) do levofloxacino.

DLC-HC/FMUSP: Diviséo de Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo; S: sensivel; I: intermediéria;

R: resistente; NSA: néo se aplica; CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute.

Perfil de suscetibilidade das cepas de S. maltophilia (n = 126) a tigeciclina pelas técnicas de

IELEIEWA disco-difusao, E-test® e microdiluicao (DLC-HC/FMUSP)

: N° de cepas
platon e avaliadgs S
Disco-difusao 126 118
*E-test® 8 1
*Microdiluigao 8 8

Perfil de suscetibilidade

I R
5 3
2 5
0 0

*E-test® e microdiluicdo realizados para a confirmagdo das oito cepas ndo sensiveis a tigeciclina pela metodologia de disco-difuséo.
DLC-HC/FMUSP: Diviséo de Laboratdrio Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo; S: sensivel; I: intermediaria;

R: resistente.
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Figura 2 - Comparagdo entre as categorias obtidas por microdiluigdo (CIM) e disco-difuséo (disco) para SMX-TMP (n = 126, S. maltophilia)
CIM: concentragéo inibitéria minima; SMX-TMP: sulfametoxazol/trimetoprima; S: sensivel; I: intermediéria: R: resistente.
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S | R
Levofloxacino (CIM)

Figura 3 - Comparagéo entre as categorias obtidas por microdiluigdo (CIM) e disco-difuséo (disco) para levofloxacino (n = 126, S. maltophilia)

CIM: concentragéo inibitéria minima; S: sensivel; I: intermediéria: R: resistente.

resisténcia a essa droga pode estar associada a resistén-
cia a outros antibidticos considerados ativos contra esse
patégeno. O antibiograma dos isolados deve ser reali-
zado rotineiramente para monitorar a emergéncia dessas
resisténcias. Os mecanismos envolvidos na resisténcia a
SMX-TMP ainda ndo estdo bem esclarecidos, mas acredita-se
que a aquisicao de integrons de classe 1, contendo o gene
sull na sua extremidade 3 ndo traduzida, contribua para

esse perfil, bem como a capacidade de formar biofilme
que, apesar de ndo ser, de fato, um mecanismo de resis-
téncia, é capaz de dificultar a atividade da droga sobre a
bactéria®. Além da resisténcia a SMX-TMP, também ha
a possibilidade de intoleréncia a essa droga, tornando-se
fundamental a andlise in vitro de outras que alternativa-
mente possam ser utilizadas no tratamento das infeccdes
por esse agente.
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Em relacdo a esperada baixa sensibilidade aos betalac-
tamicos, isso se deve ao fato de a membrana externa da
S. maltophilia ser impermeéavel a essa classe de antibiéticos,
e menos de 5% deles possuem capacidade de penetrar na
membrana. Ha descricdo de atividades variadas de cefalos-
porinas e combinacdes de betalactamicos com inibidores
de betalactamases, como ceftazidima, cefepima, ticarcilina/
clavulanato e piperacilina/tazobactam.

Em nossa instituicdo, detectamos 54% de resisténcia a
ceftazidima e 23%, a ticarcilina/clavulanato, enquanto na
literatura esses antibi6ticos possuem diferentes dados de
sensibilidade, variando de 25% a 92% e de 10% a 64%,
respectivamente® 9. A baixa atividade dos carbapenémicos,
caracteristica desse agente, é esperada associando-a a alta
eficiéncia na atividade de duas betalactamases (L1 e L2)
induziveis, isto é, que tém sua expressao estimulada quando
a célula é exposta aos agentes betalactémicos e que podem
agir isoladamente ou em conjunto, destruindo a atividade
desse grupo de antibiéticos. L1 é uma metalobetalactamase
(enzima que requer Zn? como cofator), cuja caracteristi-
ca é a habilidade de hidrolisar todos os betalactamicos,
com exce¢ao dos monobactans (aztreonam), ndao sendo
suscetivel aos inibidores de betalactamase, e exibindo,
predominantemente, atividade de carbapenemase. L2 é
uma serinobetalactamase (enzima que contém serina no
seu sitio ativo), que hidrolisa os monobactans, inibe-se por
meio dos inibidores de betalactamase e exibe atividade de
cefalosporinase® 2V. Assim, mesmo que seja encontrada
eventualmente baixa CIM in vitro para imipenem ou me-
ropenem, eles ndo deverao ser reportados como sensiveis.

As novas fluoroquinolonas sao consideradas boa opcéo
terapéutica, com destaque atualmente para levofloxacino e mo-
xifloxacino, que apresentaram boa atividade in vitro nas cepas
isoladas em nossa instituicao. Estudos anteriores demonstraram
baixa atividade do ciprofloxacino contra essa espécie bacteriana,
além de grande discrepancia de concordancia categérica entre
as metodologias disco-difusdo e microdiluicgo® 22.

Recentemente, surgiram novas opcdes terapéuticas, em
uso combinado ou nado, porém sua interpretacéo e seu uso
clinico devem ser criteriosos™11:2':22)_ £ o caso, por exemplo,
da tigeciclina, que, apesar de ainda ndo possuir interpretacdo
laboratorial e grande ndmero de ensaios clinicos, apresentou
elevada eficiéncia in vitro diante das cepas de S. maltophilia
em nosso estudo, informacdo concordante com dados re-
centes reportados na literatura, com taxas de suscetibilidade
que variaram de 87% a 100%%" 22 Neste estudo, apenas as
cepas resistentes ou intermedidrias a tigeciclina (oito cepas)
por disco-difuséo foram também avaliadas por microdilui¢éo

e E-test®, pois é sabido que esse antibidtico, quando testado
por metodologias de difusdo em égar, pode sofrer interferén-
cia do manganés contido no agar Mueller-Hinton, podendo
gerar resultados falsamente intermediérios ou resistentes, o
que também foi verificado".

Artigos recentes relatam a imprecisdo do antibiograma
por disco-difusdo em relacdo a microdiluicdo, entretanto,
essa observacao estd relacionada somente com antibidticos
nao padronizados atualmente pelo CLSI® 2229,

Em nosso estudo, houve boa correlacéo das metodologias
para as drogas padronizadas pelo CLSI, podendo, entdo, o
método de disco ser facilmente aplicado nos laboratérios
de rotina, guiando, assim, uma terapéutica mais segura
nas infec¢des por S. malthophilia. Embora a técnica de
disco-difusao seja apenas qualitativa, seus resultados categé-
ricos sdo confiaveis e de facil execucdo, associados a menor
custo quando em comparacdo com a microdiluicao. O teste
da tigeciclina por disco-difusado é excecéo, conforme descre-
vemos anteriormente, e esses resultados, quando sensiveis,
podem ser considerados sem necessidade de confirmacao.

Outras op¢des terapéuticas, como colistina e polimixina
B, ressurgiram como antibiéticos alternativos diante das
cepas multirresistentes de S. maltophilia, mas hé dificuldades
técnicas em suas avaliacdes in vitro, € ndo testamos essas
drogas em nosso estudo!®.

Conclusao

A emergéncia de resisténcia a SMX-TMP também é uma
realidade em hospitais brasileiros e deve ser monitorada
para garantir a melhor escolha terapéutica em infeccdes
por S. maltophilia.

Determinar um perfil de sensibilidade individualizado
e monitorar tendéncias de emergéncia de resisténcia sao
atributos importantes do laboratério de microbiologia,
principalmente para microrganismos intrinsecamente
resistentes as diversas classes de drogas, como € o caso da
S. maltophilia. Resisténcias atipicas ou emergentes devem ser
confirmadas e comunicadas ao corpo clinico e as comissoes
de controle de infeccdo hospitalar.
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