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New susceptibility breakpoints in antimicrobial resistance
rates of invasive pneumococcal strains

Novos pontos de corte de sensibilidade nas taxas de resisténcia antimicrobiana
de cepas invasivas de pneumococo

Paula Carolina Bejo Wolkers?!, Orlando Cesar Mantese?, Alan de Paula3,
Vivieni Vieira Prado Almeida%4, Paula Augusta Dias Fogaca de Aguiar5, Jackelline Rodrigues AlvaressS,
Samanta Cristine Grassi Almeida’, Maria Cristina de Cunto Brandileone8

Resumo

Objetivo: Avaliarimpacto dos novos pontos de corte de sensibilidade
a penicilina nas taxas de resisténcia de cepas de pneumococo obtidas
de criangas com pneumonia.

Métodos: Cepas de pneumococo isoladas no laboratdrio de anélises
clinicas do Hospital de Clinicas de Uberlandia, Uberlandia (MG), a partir
de amostras de pacientes internados foram enviadas ao Instituto Adolfo
Lutz, Sao Paulo (SP), para confirmagdo da identificagdo, sorotipagem e
determinagdo da sensibilidade aos antimicrobianos.

Resultados: De abril de 1999 a dezembro de 2008 foram enviadas
ao Instituto Adolfo Lutz 330 cepas de pneumococo, sendo 195 (59%)
provenientes de pacientes com diagndstico de pneumonia. Destas, foram
analisadas 100 cepas de pacientes com idade < 12 anos; a idade dos
pacientes variou de 1 a 12,6 anos, com média de 2,4 e mediana de 1,7
anos; 47 pacientes eram do sexo masculino; as fontes de recuperagao
foram sangue (42%) e liquido pleural (58%). Foram detectadas 35 cepas
oxacilina-resistentes: segundo os critérios do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) de 2007 [concentragdo inibitéria minima (CIM)
< 0,06 pg/mL para sensibilidade (S), 0,12 a 1 pyg/mL para resisténcia
intermediaria (RI) e = 2 pg/mL para resisténcia plena (RP)], 22 cepas
apresentaram RI e 11, RP para penicilina. De acordo com os critérios
atuais do CLSI de 2008 (< 2 pg/mL para S, 4 pyg/mL para RI e = 8
Hg/mL para RP) apenas uma cepa confirmou RI a penicilina. Detectou-
se resisténcia a cotrimoxazol (80%), tetraciclina (21%), eritromicina
(13%), clindamicina (13%) e ceftriaxona (uma cepa, simultaneamente
resistente a penicilina).

Conclusdes: Com a aplicagdo dos novos pontos de corte para
sensibilidade in vitro, as taxas de resisténcia a penicilina cairam 97%,
de 33 para 1%.

J Pediatr (Rio J). 2009,;85(5):421-425: Pneumococo, resisténcia
antimicrobiana, pneumonia.

Abstract

Objective: To evaluate the impact of new penicillin susceptibility
breakpoints on resistance rates of pneumococcal strains collected from
children with pneumonia.

Methods: Pneumococcal strains collected from patients admitted
with pneumonia were isolated at the clinical analysis lab of Hospital
de Clinicas de Uberlandia, Uberlandia, Brazil, and sent to Instituto
Adolfo Lutz, Sdo Paulo, Brazil, for further identification, serotyping and
determination of antimicrobial susceptibility.

Results: From April 1999 to December 2008, 330 strains of
pneumococcus were sent to Instituto Adolfo Lutz; of these, 195
(59%) were collected from patients with pneumonia. One hundred
strains collected from patients < 12 years old were analyzed. The
patients’ age ranged from 1 to 12.6 years old (with mean age of 2.4
and median of 1.7 years). Forty-seven patients were male. The strains
were isolated from blood (42%) and pleural fluid (58%). There were
35 oxacillin-resistant strains: according to the criteria defined by the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) in 2007 [minimum
inhibitory concentration (MIC) < 0.06 pug/mL for susceptibility (S), 0.12
to 1 pg/mL for intermediate resistance (IR), and = 2 pg/mL for full
resistance (FR)], 22 strains had IR and 11 strains had FR. According
to the current breakpoints defined by the CLSI in 2008 (< 2 pg/mL
for S, 4 ug/mL for IR and = 8 pg/mL for FR), only one strain had IR to
penicillin. There was resistance to co-trimoxazole (80%), tetracycline
(21%), erythromycin (13%), clindamycin (13%), and ceftriaxone (one
strain simultaneously resistant to penicillin).

Conclusions: When the new breakpoints for in vitro susceptibility
were applied, penicillin resistance rates dropped 97%, from 33 to 1%.

J Pediatr (RioJ). 2009,85(5):421-425: Pneumococcus, antimicrobial
resistance, pneumonia.
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Introducgao

O Streptococcus pneumoniae, 0 pneumococo, € um
dos agentes mais frequentes de pneumonia, otite média
aguda, meningite e sinusite em criangas!.2. E responsavel
por elevadas taxas de morbimortalidade em criangas abaixo
de 5 anos e adultos acima de 65 anos, particularmente nos
paises em desenvolvimento?3. A pneumonia comunitaria,
uma das formas mais comuns de doenca pneumocdcica
em criangas e adultos, possui quadro clinico e radiologi-
co, em geral, sugestivo*5. Nos pacientes internados com
pneumonia pneumococica, a bacteremia é detectada em
aproximadamente 25% dos adultos e em 12 a 16% das
criancas menores de 2 anos! 25,

A evolugdo clinica da infecgdo pneumocdcica € influen-
ciada por diversos fatores, tais como idade, doenga de base,
topografia, severidade da infeccdo e adequacgao do tratamento
instituido2. O tratamento para as infecgdes pneumocacicas é
baseado na antibioticoterapia inicial que, em geral, é empirica
quanto a etiologia e a sensibilidade in vitro aos antimicro-
bianos. Diante do isolamento da bactéria em cultura e do
antibiograma, a antibioticoterapia pode ser devidamente
ajustada. A penicilina é a droga de escolha para muitas doen-
cas pneumocdcicas!2; entretanto, com a descrigdo crescente
de cepas resistentes a penicilina a partir da década de 80,
esquemas alternativos tém sido propostos®-.

Frente a resposta adequada ao tratamento com B-lac-
tamicos (penicilina ou ampicilina) de pacientes com doenca
pneumocdcica invasiva (exceto meningite), mesmo quando
causada por cepas com concentracdo inibitéria minima (CIM)
até 2,0 ug/mL, tem sido recomendada uma redefinicdo das
categorias de sensibilidade®.

Com o objetivo de monitorar o padrdo de resisténcia
aos antimicrobianos e o perfil de sorotipos de pneumococo
na América Latina, foi criado o projeto Sistema Regional de
Vacinas (SIREVA) pela Organizacdo Panamericana de Saude
(OPAS) em 1993, com a participagdo de seis paises (entre
eles, o Brasil). A partir de 2004, o programa foi ampliado
para abranger outras bactérias (Haemophilus influenzae
e Neisseria meningitidis, além do pneumococo) e outros
paises (numero atual de 20), passando a ser designado
SIREVA II10-12, Trata-se de um programa de vigilancia
laboratorial no qual sdo analisadas (contabilizadas e des-
critas) caracteristicas laboratoriais, tais como o sorotipo e
o padrdo de resisténcia in vitro das cepas das bactérias
recuperadas. Desde abril de 1999, Uberlandia (MG) participa
da rede nacional do Projeto SIREVA por meio do envio de
cepas de pneumococo isoladas no laboratério de analises
clinicas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU), Uberlandia, para o Instituto Adolfo
Lutz (IAL), Sao Paulo (SP).

Como o padrdao de resisténcia aos antibidticos e a
prevaléncia de sorotipos de pneumococo variam em di-
ferentes populagdes, em diferentes regiGes geograficas
e, provavelmente, ao longo do tempo, é fundamental o
estabelecimento do perfil dos sorotipos mais prevalentes
numa determinada comunidade e o conhecimento das ta-
xas de resisténcia para fundamentar a escolha do melhor
tratamento empirico iniciall3,

Pontos de corte de sensibilidade para resisténcia do pneumococo - Wolkers PC et al.

Objetivos

Avaliar em cepas de pneumococo obtidas de criangas
internadas no HC-UFU com diagndstico de pneumonia as
taxas de resisténcia a penicilina e outros antimicrobianos
segundo critérios tradicionais!4, as taxas de resisténcia a
penicilina segundo critérios atuais!®> e o impacto dos novos
critérios nas taxas de resisténcia a penicilina.

Métodos

Este é um estudo de vigilancia laboratorial, de série de
casos, prospectivo, cujos dados laboratoriais de sorotipagem
esensibilidade in vitro aos antimicrobianos de cepasinvasivas
de pneumococo foram obtidos de pacientes internados no HC-
UFU com diagndstico de pneumonia. O caso indice consiste
de cepa de pneumococo isolada no laboratério de analises
clinicas do HC-UFU a partir de espécimes clinicos (sangue
ou liquido pleural) de paciente internado com pneumonia.
Integram aficha individual do paciente dados de identificacao
(nome, data de nascimento, idade, sexo, enderecgo, data de
admissdo e alta, duragdo da internagdo) e clinicos, como
histdria, diagndstico nosoldgico, tratamento antimicrobiano,
evolugdo para sobrevida ou morte e fonte de recuperacao da
bactéria. O estabelecimento do diagndstico nosoldgico e do
manuseio clinico estiveram sempre sob a responsabilidade
da equipe médica assistente de cada paciente, sem a inter-
feréncia do estudo de vigilancia laboratorial. Os espécimes
obtidos assepticamente foram devidamente processados e
semeados em frascos para hemocultura (amostras de sangue)
ou em placas de agar chocolate e de agar sangue (liquido
pleural) o mais rapidamente possivel apos a coleta e ime-
diatamente a chegada no laboratério. Somente um isolado
de pneumococo por paciente foi considerado no estudo. As
cepas de pneumococos foram isoladas e identificadas no
HC-UFU segundo os métodos internacionalmente descritos
e encaminhadas para a Secdo de Bacteriologia do IAL para
confirmagdo da espécie, sorotipagem e determinagdo da
sensibilidade in vitro aos antimicrobianos!®.17, As cepas de
pneumococo foram liofilizadas em leite desnatado a 20% e
devidamente catalogadas.

A sensibilidade antimicrobiana foi avaliada pela técnica
de difusdao em disco para a oxacilina (1ug), tetraciclina,
ofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, sulfametoxazol-tri-
metoprim (cotrimoxazol), vancomicina e clindamicina em
placas de agar Mueller-Hinton suplementada com sangue
de carneiro a 5% segundo técnica padronizada® 19, Cepas
resistentes a oxacilina (halo de inibicdo < 19 mm) foram
submetidas a determinagdo da CIM para a penicilina pela
técnica de microdiluicdo em caldo e consideradas, de acor-
do com os critérios tradicionais419, sensiveis (S) (CIM <
0,06 pg/mL), com resisténcia intermediaria (RI) (CIM =0,12
a 1 yg/mL) e com resisténcia plena (RP) (CIM = 2 ug/mL).
Segundo os critérios atuais!>, os valores para interpretacao
dos resultados da CIM foram < 2 ug/mL para S, 4 ug/mL
para RI e > 8 ug/mL para RP. Cepas resistentes a oxacilina
foram submetidas a determinacdo da CIM de ceftriaxona e
consideradas S com CIM < 1ug/mL, RI com CIM = 2 pg/mL
e RP com CIM = 4g/mL20, Cepas sensiveis a oxacilina (halo
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de inibicdo > 19 mm) foram consideradas sensiveis a peni-
cilina e ndo submetidas a determinacdo da CIM de acordo
com a recomendacdo do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) de 2007.

Foram obtidos dados de abril de 1999 a dezembro de 2008,
sendo os resultados analisados pelos diferentes critérios4/15
e submetidos a analise estatistica. Para a comparacdo de
proporcbes do padrdo de sensibilidade antimicrobiana nas
diferentes faixas de idade, foi empregada a prova do qui-
quadrado por meio do programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 8.0 para Windows. Foram emprega-
dos testes de normalidade e homogeneidade das amostras
sempre que necessario. O nivel para a rejeicdo da hipotese
de nulidade foi fixado em 5% (p < 0,05).

O trabalho obteve aprovacdo do Comité de Etica e Pes-
quisa da UFU.

Resultados

No periodo de 9 anos e 8 meses, de abril de 1999 a de-
zembro de 2008, foram encaminhadas 330 amostras para o
laboratorio do IAL, sendo 195 (59%) provenientes de pacientes
com diagndstico de pneumonia. Destas, 20 foram excluidas
por terem chegado mortas (15) ou ndo conferirem com o
registro (5). Das 175 restantes, 100 eram provenientes de
pacientes com idade < 12 anos e foram analisadas; 47 (47%)
eram do sexo masculino e a idade dos pacientes variou de
1 a 12,6 anos, com média de 2,4 anos, desvio padrdo de
2,3 anos e mediana de 1,7 anos, com intervalo interquartil
(1Q25-75%) de 1 a 3 anos. O numero de isolamento por faixa
de idade foi de 60 em criancas de até 2 anos, 32 em criangas
de 2 a 5 anos e oito em pacientes de 5 a 12 anos. O nimero
de amostras validas obtidas nos anos de 1999 a 2008 foi de
14, 20, 8, 12, 19, 5, 6, 6, 6 e 4, respectivamente. As fontes
de recuperacdo foram o sangue em 42 amostras (42%) e o
liquido pleural nas restantes 58 (58%).

Foram detectadas 35 cepas oxacilina-resistentes (35%)
e, segundo critérios tradicionais'419, 22 cepas apresentaram
RI (22%) e 11 RP (11%) para penicilina (total de 33%). De
acordo com critérios atualmente propostos!>, apenas uma
cepa confirmou RI a penicilina (Tabela 1). A distribuigdo das
cepas resistentes a penicilina (apenas uma, obtida de criancga
com idade de 53 meses) ndao mostrou diferenca significante
segundo faixa etaria (abaixo e acima de 5 anos).

Tabela 1 - Taxas de resisténcia a penicilina, segundo critérios do
CLSI de 2007 e do CLSI de 2008, em cepas de pneu-
mococo obtidas de criangas internadas com pneumonia
(1999 a 2008)

Resisténcia n* % n' %
Intermediaria 22 22 1

Plena 11 11 0 0
Total* 33 33

CLSI = Clinical and Laboratory Standards Institute.
* Segundo critério do CLSI de 2007.

T Segundo critério do CLSI de 2008.

¥ Total de 100 cepas avaliadas.
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A sensibilidade diminuida ao cotrimoxazol foi detectada
em 80% das cepas testadas (RI = 5 e RP = 75). A resistén-
cia a eritromicina e a clindamicina foi observada em 13%
das cepas, todas simultaneamente resistentes a ambos os
antibidticos. A taxa de resisténcia a tetraciclina foi de 21%,
e ndo foi observada resisténcia ao cloranfenicol, ofloxacina,
rifampicina e vancomicina.

A RI a ceftriaxona foi detectada em apenas uma cepa,
simultaneamente resistente a penicilina.

Discussao

A resisténcia a penicilina foi detectada em 33% das cepas
testadas - segundo o critério tradicional de sensibilidade in
vitro'#419, valor superior aos 25,9 e 25,6% publicados em
levantamentos que empregaram o mesmo critério, tanto de
ambito nacionall® quanto internacional3, respectivamente. O
estudo nacional avaliou 4.169 cepas invasivas de pneumococo,
sendo 878 provenientes de pacientes com pneumonia e obtidas
durante o periodo de 2000 a 200510. O sistema de vigilancia
do Projeto SIREVA é voluntario e tem atraido a colaboragdo
de varios centros em diversos estados brasileiros e em pa-
ises latino-americanos nos Ultimos 13 anos!0-13,16,17,21-24 @
a distribuicdo dos resultados segundo a regido geografica
tem revelado alguma heterogeneidade de cifras no territério
nacional. Por exemplo, foram encontrados no estado de Minas
Gerais valores de 12,8% para RI e de 2,1% para RP dentre
94 cepas obtidas de 1993 a 199817, A ampliacdo desse es-
tudo, incluindo amostras coletadas até 1999, mas restritas
a criancas de até 6 anos de idade, evidenciou uma taxa
global de resisténcia de 20,7%?3, valor préximo ao de 20%,
encontrado em estudos locais em territorio nacional25:26, Em
Minas Gerais, estudos locais tém apontado cifras de 11,8%
de cepas oxacilina-resistentes?’ e 15,5% de cepas invasivas
de pneumococo com resisténcia a penicilina, de acordo com
os critérios tradicionais28.

Segundo critérios tradicionais, a categorizacdo em resis-
tente tem relevancia clinica em casos de otite média aguda
e meningite, mas ndo em casos de pneumonia®8. De fato,
estudos em criangas e adultos com pneumonia causada por
cepas de pneumococo resistentes a penicilina (com CIM até 2
Hg/mL) ou ceftriaxona (com CIM até 1 ug/mL) tém demons-
trado resposta eficaz diante do tratamento com penicilina ou
cefalosporina de terceira geragéo®8. Dados farmacocinéticos
e farmacodindmicos corroboram estas observagdes. Um
indicador preditivo da eficacia clinica consiste na presencga
da concentracdo sérica ou tecidual de B lactdmicos acima
da CIM para pneumococo durante pelo menos 40 a 50% do
intervalo de tempo entre as doses®. Este objetivo é alcangado
com o emprego da penicilina em doses de 8 a 15 milhdes de
unidades por dia (intervalos de 4 a 6 horas) para adultos e
de 100.000 a 300.000 U/kg/dia (4 a 6 doses) para criangas,
para tratamento de pneumonia causada por cepa de pneu-
mococo com CIM < 4 ug/mL6:29,

Novos pontos de corte de sensibilidade in vitro para a
penicilinals foram recentemente propostos. Com a adogdo dos
novos critérios, houve neste estudo uma diminuicdo nas taxas
de resisténcia de 97%, de 33 para 1%. Em levantamentos
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de dmbito nacional, é possivel observar também uma queda
nas taxas de resisténcia a penicilina ao empregar os dife-
rentes critériosl.12, Ao analisar 768 cepas invasivas obtidas
durante o ano de 2006, dentre 168 cepas de pacientes com
pneumonia, foi possivel observar uma taxa de resisténcia
a penicilina, segundo critério tradicional'4, de 39,3% (RI =
21,4% e RP = 17,9%)t. Ao analisar 874 cepas invasivas
de pneumococo obtidas durante o ano de 2007, dentre 162
cepas de pacientes com pneumonia, a taxa de resisténcia a
penicilina, segundo critério atualls, foi de 12,3% (RI)!2. A
despeito de referirem-se a amostras diferentes, uma coletada
em 2006!! e outra em 200712, a queda na taxa de resis-
téncia foi tdo expressiva (de 68,7%) para tdo curto espaco
de tempo, que permite supor que a principal variavel foi a
mudanca no critério de definicdo de resisténcia.

Algumas observagdes podem ser feitas quanto a sen-
sibilidade das cepas a outros antimicrobianos. A elevada
taxa de resisténcia encontrada para o cotrimoxazol (80%)
estd de acordo com as relatadas em estudos nacionais de
78,517, 65,725, 54,526 e 59,1%10.11 e pode comprometer a
indicacdo deste quimioterapico no tratamento das infecgGes
pneumocdcicas. Permanecem relativamente baixas as cifras
para a eritromicina (13%) e clindamicina (13%); entretanto,
os valores sdo superiores aos relatados em outros estudos
nacionais para: eritromicina, de 2,417, 4,810.11 5 725 3,89%25,
e para clindamicina, de 2,925 e 3,1%25.

O fato de todas as 13 cepas resistentes a eritromicina
serem também resistentes a clindamicina sugere a mani-
festagdo do fenétipo MLSy, caracterizado pela resisténcia
constitutiva aos macrolideos, lincosaminas e estreptogramina
B30, Ndo houve resisténcia in vitro ao cloranfenicol, ofloxacina,
rifampicina ou vancomicina.

O encontro de apenas uma cepa de pneumococo com
RI a ceftriaxona confere uma taxa estimada de 0,9% de
resisténcia, inferior as encontradas em estudos de vigilan-
cia populacional de &mbito nacionalll12, Dentre 412 cepas
invasivas obtidas de pacientes sem meningite e coletadas
durante os anos de 200611 e 200712, foi detectada uma taxa
de resisténcia a ceftriaxona de 9% (37/412 cepas), sendo
8,7% (36/412) com RI e 0,3% (1/412) com RP. Nos EUA, o
Active Bacterial Core Surveillance (ABCs) Report detectou,
dentre 3.514 cepas invasivas obtidas durante o ano de 2007,
uma taxa de resisténcia a cefotaxima de 6,9% (RI = 5,5 e
RP = 1,4%)3.

O tratamento inicial para a maioria das infecgbes pneu-
mococicas permanece empirico quanto a etiologia e sensi-
bilidade as drogas. Com a deteccdo do agente etioldgico,
a escolha do antibidtico é influenciada pela categorizagdo
laboratorial (em sensivel ou resistente, de acordo com a
CIM), e a adogao de novos pontos de corte deve aumentar
as taxas de cepas relatadas como sensiveis e consolidar a
importancia da manutencdo da penicilina no tratamento da
pneumonia pneumococica?®.
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