N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

LARISSA NAVA PINTO DE FARIA CASTRO

AGAR SPOT, DROP TEST E MICROELUICAO: ALTERNATIVAS PARA DETECCAO
DA RESISTENCIA A POLIMIXINA B

Brasilia - DF
2024



LARISSA NAVA PINTO DE FARIA CASTRO

AGAR SPOT, DROP TEST E MICROELUICAO: ALTERNATIVAS PARA DETECCAO
DA RESISTENCIA A POLIMIXINA B

Trabalho de Conclusao de Curso
apresentado ao Departamento de Farmacia
da Faculdade de Ciéncias da Saude,

da Universidade de Brasilia, como parte dos
requisitos necessarios para a obtencao do
Grau de Bacharel em Farméacia.

Orientadora: Prof2 Dr2 Tanise Vendruscolo Dalmolin
Co-orientadora: Isabel de Souza Andrade Arruda

Brasilia - DF
2024



LARISSA NAVA PINTO DE FARIA CASTRO

AGAR SPOT, DROP TEST E MICROELUICAO: ALTERNATIVAS PARA DETECCAO
DA RESISTENCIA A POLIMIXINA B

BANCA EXAMINADORA

Tanise Vendruscolo Dalmolin (Universidade de Brasilia) - Presidente

Tazio Vanni (Hospital de Base do Distrito Federal)

Rafaella Christina Rocha Moreira da Silva (Universidade de Brasilia)



RESUMO

Devido ao aumento das infecgcbes causadas por bactérias Gram-negativas
multirresistentes, as polimixinas retornaram como opc¢des terapéuticas para combater
esses patogenos. Contudo, o uso indiscriminado e inadequado das polimixinas contribuiu
para o desenvolvimento da resisténcia a esta classe. Assim, diversos métodos séo
empregados para avaliar a sensibilidade as polimixinas, sendo a microdiluicdo em caldo
considerada o padrdo de referéncia. Este estudo tem como objetivo avaliar o
desempenho de métodos alternativos modificados na deteccdo de resisténcia frente a
polimixina B. Os métodos avaliados foram Agar Spot, Drop Test e Teste de Microelui¢éo
da polimixina B comparados com a microdiluicdo em caldo. Foram utilizados 100 isolados
bacterianos, dos quais 82 eram sensiveis e 18 resistentes a polimixina B. Para o Agar
Spot, os resultados mostraram sensibilidade, especificidade, CA e EA de 100%, 98,78%,
99% e 98%, respectivamente, com apenas um ME (1%) e nenhum VME. No Drop Test,
os valores de sensibilidade, especificidade, CA e EA foram 100%, 96,34%, 97% e 93%,
respectivamente, com trés ME (3%) e nenhum VME. Por fim, o teste de Microeluicdo da
polimixina B apresentou sensibilidade, especificidade e CA de 83,33%, 98,78% e 96%,
respectivamente. Desse modo, os métodos Agar Spot, Drop Test e Microeluicdo da
polimixina B s&o potenciais candidatos a incluséo na rotina dos laboratérios na detecgéo

da resisténcia a polimixina B, especialmente o Agar Spot.

Palavras-chave: Agar Spot. Drop Test. Microdiluicdo em caldo. Microeluicdo da

Polimixina B. Polimixina B. Resisténcia bacteriana.
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1. INTRODUCAO

1.1 Resisténcia antimicrobiana

Antimicrobianos seguros e eficazes sao utilizados como tratamento de infec¢des
bacterianas, diminuindo ou eliminando micro-organismos, e contribuindo para a reducéo
da morbidade e da mortalidade de pacientes. No entanto, devido ao uso disseminado de
antimicrobianos, associado a baixa adesao, tratamentos e dosagens erroneas para cada
problema de saude, tem sido observado o surgimento de cepas resistentes aos
antimicrobianos (Dvoretckaia et al, 2023).

Para o economista britanico Jim O'Neill, resisténcia bacteriana é entendida como
a capacidade de alguns micro-organismos causadores de infeccdes sobreviverem e
crescerem frente a exposicdo a antimicrobianos que usualmente interromperiam seu
crescimento ou 0s matariam. Essa resisténcia € um processo natural que vem sendo
percebida desde a descoberta dos primeiros antimicrobianos e estima-se que até 2050
possa causar a morte de cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo todo (O'Neill, 2016).
Com o passar dos anos, a resisténcia bacteriana passou a apresentar risco global e
segue como um problema crescente de saude publica (Trimble et al., 2016).

Segundo o estudo publicado no The Lancet, com estimativas para 204 paises,
4,95 milhdes de mortes foram associadas a infeccbes bacterianas resistentes aos
antimicrobianos e cerca de 1,27 milhdes de mortes foram diretamente atribuidas a
resisténcia antimicrobiana (Lancet., 2022).

As bactérias podem apresentar resisténcia intrinseca (atualmente denominada
como fendtipo esperado resistente) ou resisténcia adquirida a determinadas classes de
antimicrobianos. A resisténcia intrinseca € determinada por caracteristicas estruturais e
funcionais inerentes, isto é, que fazem parte da heranca genética de determinada
espécie bacteriana. Na resisténcia adquirida, as bactérias podem adquirir resisténcia a
agentes antimicrobianos através da alteracdo da permeabilidade da parede celular
bacteriana, bombas de efluxo, alteragbes no local alvo dos antimicrobianos, genes que

codificam enzimas que degradam o0s antimicrobianos, dentre outros (Baran et al., 2023).
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1.2 Polimixinas e a resisténcia antimicrobiana

Em 2024 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) atualizou a lista de bactérias
com importancia para a saude publica para orientar a pesquisa, o desenvolvimento e as
estratégias para prevenir e controlar a resisténcia antimicrobiana. Dentre as bactérias do
grupo critico estéo listadas Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos e
espécies da ordem Enterobacterales resistentes as cefalosporinas de 32 geracéo e
resistentes aos carbapenémicos (WHO, 2024).

Infeccbes provocadas por Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos
estdo associadas a taxas de mortalidade elevadas, principalmente devido a dificuldade
no tratamento. As polimixinas séo utilizadas como uma das ultimas op¢des de tratamento
para infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes aos
antimicrobianos, principalmente as produtoras de carbapenemases (Collar et al., 2024;
Lee etal., 2022; Yang et al., 2023). Atualmente, existem novas terapias com combinacao
de B- lactamicos com inibidores de B-lactamases para tratamento de infec¢des causadas
por bactérias produtoras de carbapenemases, como ceftazidima-avibactam, imipenem-
relebactam e meropenem-vaborbactam. Entretanto, essas combinacfes ndo estao
disponiveis em muitas partes do mundo e ndo sdo abrangentes contra todos o0s
mecanismos de resisténcia (como as metalo-betalactamases, MBL). Além disso, a
literatura jA descreve casos de resisténcia a essas combinacfes (Cruz-Lépez et al.,
2022).

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptidios catidnicos formados por um
grupo de cinco compostos quimicos, designados de polimixina A, B, C, D e E, sendo que
apenas as polimixinas B e E (também denominada colistina) sdo utilizadas na pratica
clinica (Li et al., 2006; Nation et al., 2015). As polimixinas cairam em desuso nos anos
70 devido ao seu potencial neurotéxico e nefrotdxico, sendo estritamente usadas para
tratamentos oftalmicos e topicos, bem como para uso sistémico ou nebulizado para
pacientes com fibrose cistica (Dalmolin et al., 2018; Poirel et al., 2017). Apesar disso,
com o passar dos anos, o interesse clinico nas polimixinas aumentou devido ao
surgimento de bactérias Gram-negativas multirresistentes e a falta de novos

antimicrobianos no mercado (Loutet et al., 2011; Soman et al., 2021F; Tran et al., 2016).
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As polimixinas possuem estruturas semelhantes, diferindo apenas por um
aminoacido na posi¢do 6 no anel peptidico, isto €, a colistina apresenta o aminoacido
leucina em seu anel e a polimixina B apresenta o aminoacido fenilalanina (Velkov et al.,
2010). Além disso, apresentam propriedades farmacoldgicas diferentes, haja visto que a
colistina é administrada por via intravenosa na forma de um pro-farmaco inativo
(metanossulfonato de colistina) e a polimixina B é administrada como um farmaco ativo
(Nation et al., 2015).

O principal mecanismo de acdo das polimixinas € por meio do rompimento da
membrana celular bacteriana, através da interacio com moléculas de
lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos da superficie externa bacteriana. Essa classe
de antimicrobianos se liga de forma seletiva ao componente lipidico A carregado
negativamente, deslocando cations divalentes (Ca?* e Mg?*), que estabilizam a parede
celular, promovendo o aumento da permeabilidade das membranas e liberacdo dos
componentes celulares. Isso causa ruptura da parede celular e da membrana
citoplasmatica da bactéria, e posteriormente, morte celular (Ayoub, 2020).

Atualmente, o uso das polimixinas enfrenta um aumento na resisténcia devido,
principalemnte, a resisténcia cromossomal associada a modificacdes no grupo fosfato
do lipidio A. Essas modificacBes no grupo fosfato ocorrem através da adi¢do de grupos
catidnicos 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) e fosfoetanolamina (pEtN) ao lipidio
A, 0 que causa alteracdo da carga total do LPS, enfraquecendo a ligacao das polimixinas
ao alvo principal. Dois sistemas reguladores estédo relacionados com essas alteracoes,
PmrAB e PhoPQ e seu gene regulador mgrB, que tem como funcdo permitir que as
células bacterianas reajam as mudancas ambientais, modificando a sua expressao
genética (Ayoub, 2020).

O cenario da resisténcia as polimixinas mudou apds a descoberta do gene de
resisténcia a colistina, denominado mobile colistin resistance (mcr) codificado por
plasmideo. O gene foi identificado em 2015, sendo responsavel pela resisténcia movel
através da codificacdo de pEtN transferase que medeia a adi¢cdo de pEtN ao lipidio A.
Com isso, uma adicado catibnica reduz a carga negativa e limita a ligacdo do
antimicrobiano e a quebra da membrana, sugerindo que ha diminuicdo da penetracéo da

polimixina (Ayoub, 2020; Liu et al., 2016; Poirel et al., 2017). O gene mcr esta presente
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em mais de 72 paises do mundo e € altamente prevalente em espécimes animais. Na
literatura foram identificadas dez variantes do gene mcr em onze espécies de
Enterobacterales, sendo as mais comuns Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Salmonella spp. Dentre essas variantes, o gene mcr-1 € o mais frequentemente
documentado, com 26 subtipos identificados (de mcr-1.2 a mcr-1.27), que resultam de

mutacdes pontuais que causam alteracdes nos nucleotideos (Rubens et al., 2024).

1.3 Metodologias para deteccao da resisténcia as polimixinas

Os métodos de fita gradiente e disco-difusdo apresentam difuséo lenta e irregular
das polimixinas no &agar, acarretando possiveis erros e baixa confiabilidade dos
resultados (Nordmann et al., 2016; Poirel et al., 2017). Métodos automatizados também
nao sdo recomendados, devido a possiveis resultados apresentando heterorresisténcia,
sendo esses resultados ndo interpretaveis pelo equipamento (Nordmann et al., 2016;
Poirel et al., 2017). Diante disso, Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) recomendam
gue a microdiluicdo em caldo seja o teste referéncia na avaliacdo da sensibilidade as
polimixinas (Pasteran et al., 2020).

A microdiluicdo em caldo é realizada em caldo Mueller-Hinton cation ajustado
(MHCA) com diluicéo seriada da polimixina e inéculo bacteriano de aproximadamente 5
x 10° UFC/mL em cada po¢o. A microdiluicdo em caldo é considerada uma técnica de
dificil execucéo por exigir atencdo minuciosa e preparo manual da placa, além de ser
dispendiosa, dificultando sua realizacdo em laboratérios com poucos recursos
(Nordmann et al., 2016; Poirel et al., 2017).

Na tentativa de diminuir os problemas encontrados na microdiluicio em caldo,
empresas desenvolveram produtos comerciais contendo polimixinas liofilizadas diluidas
em painéis plasticos, como por exemplo o Policimbac® (Probac do Brasil), COmASP®
(Liofilchem), UMIC® (Biocentric), dentre outros. No entanto, esses testes comerciais sao
Uteis para a classificacdo de isolados resistentes a polimixina B, apresentando
inconsisténcias na detecgéo de isolados sensiveis a polimixina B. Essas inconsisténcias
podem ser explicadas pela aderéncia das polimixinas as superficies plasticas das placas

de poliestireno, devido a natureza policatibnica das polimixinas, proporcionando
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resultados ndo confiaveis e podendo ocasionar menores concentragdes de polimixina B
nos poc¢os (Dalmolin et al., 2020).

Diante disso, testes sdo desenvolvidos para mitigar os erros da microdiluicdo em
caldo e facilitar a sua realizacéo (Lee et al., 2023). Agar Spot, Drop Test e Microelui¢éo
das polimixinas apresentam-se como métodos alternativos a microdiluicdo em caldo.

Agar Spot consiste na diluicdo das polimixinas no meio de cultura Agar Mueller-
Hinton que € posteriormente inoculado com cepas bacterianas em estrias. Apés
transcorrido o tempo de incubacdo € possivel observar o crescimento de colénias em
diferentes concentragdes das polimixinas e categoriza-las conforme estabelecido pelo
BrCAST (BrCAST, 2024; Pasteran et al., 2020). Drop Test consiste na inoculagdo de
cepas bacterianas em meio de cultura Agar Mueller-Hinton, seguido da deposicdo de
gotas de diferentes concentraces de polimixinas a fim de observar, apds o periodo de
incubacéo, a formacao de zonas de inibicdo e categorizados segundo BrCAST (BrCAST,
2024; Shinohara et al., 2022). Por sua vez, a Microeluicdo das polimixinas consiste na
eluicdo das polimixinas a partir de discos em meio de cultura Mueller-Hinton e inoculado
com a bactéria de interesse. Apos transcorrido o tempo de incubacgéo, o crescimento é
avaliado pela turbidez e categorizados segundo o estabelecido pelo BrCAST (BrCAST,
2024; Simner et al., 2019).

Diante do exposto, este estudo tem por objetivo avaliar o desempenho de métodos

alternativos modificados na deteccéo de resisténcia a polimixina B.
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2. METODOLOGIA

2.1 Isolados bacterianos

Os isolados bacterianos utilizados neste estudo foram oriundos de banco de
bactérias do Laboratorio de Andlises Moleculares de Patdégenos da Universidade de
Brasilia (LAMP/UnB) e do Laboratorio de Pesquisa em Resisténcia Bacteriana do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (LABRESIS-HCPA).

Os isolados bacterianos foram identificados do seu local de origem, sendo
utilizados 100 bactérias: 66 de E. coli, 29 de K. pneumoniae, 2 de Klebsiella oxytoca, 1

de Citrobacter freundii, 1 de Serratia marcescens e 1 de Enterobacter sp.

2.2 Microdiluicdo em caldo

O teste de microdiluicdo em caldo consiste na diluicdo seriada da polimixina B
(128 a 0,125 pg/mL) no meio Mueller Hinton Cétion Ajustado (MHCA) em uma placa de
96 pocos, juntamente com 5 x 10° UFC/mL de inéculo bacteriano de interesse em cada
poco.

Para realizacdo dessa técnica, 50 uL de meio de cultura MHCA foi pipetado em
toda a placa, exceto na linha 1. 100 pL de 256 pg/mL de polimixina B foi pipetada na
linha 1. Em seguida realizou-se a dilui¢cdo seriada (50uL) do poco 1 até 10, descartando
o volume do ultimo pogo (10). O in6culo bacteriano foi padronizado para escala 0,5 de
McFarland, diluido 1:100, e pipetado 50 uL de suspenséao bacteriana nas linhas 1-10. A
linha 11 foi utilizada como controle positivo (50 puL de indculo bacteriano + 50 yL de
MHCA) e a linha 12 como controle negativo (100 pL MHCA) (Figura 1).
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Microdilui¢ao em Caldo
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na primeira linha (1).
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. .
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1:100
------- >
Inodculo bacteriano 4) Pipetar 50 uL do in6culo m
0.5 McFarland bacteriano nas linhas 1-10.

5) Incubar por 16-18 horas a 35°C

Figura 1. Microdiluicdo em caldo para avaliagéo de sensibilidade da polimixina B.
Criado com BioRender.com.

As placas foram incubadas a 35°C por um periodo entre 16-18 horas. Os
resultados foram analisados e interpretados seguindo os critérios de ponto de corte
estipulados pelo BrCAST, onde a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é definida como
a menor concentragdo de antimicrobiano que inibiu o crescimento bacteriano. CIM 24
Mg/mL é considerada resistente a polimixina B e CIM <2 ug/mL é considerada sensivel a

polimixina B (BrCAST, 2024)
2.3 Agar Spot modificado

O método de Agar Spot foi baseado no estudo de Pasteran (2020) com algumas

alteragdes. Pasteran e colaboradores utilizaram placas com concentragdes de 2 pg/mL
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e 3 ug/mL para estudos com colistina. Em nosso estudo utilizamos trés placas: placas
com 2 pg/mL, 4 pg/mL e 8ug/mL, além da utilizacéo da polimixina B ao invés de colistina.

Em 12 mL de caldo MHCA foram adicionados 24 discos de polimixina B (300Ul =
30 ug cada disco), deixando eluir por 1 hora, resultando em uma solucdo méae de 60
pg/mL. Através desta solugdo mée foram confeccionadas as placas de 4gar contendo 2
ug/mL de polimixina B (1333 pL solugdo mée + 40 mL Agar Mueller Hinton fundido), 4
pg/mL (2667 pLsolucio mae + 40 mL Agar Mueller Hinton fundido) e 8 pg/mL (5333 pL
solu¢do mae + 40 mL Agar Mueller Hinton fundido). As cepas bacterianas em analise
foram ajustadas para a escala padrédo de 0,5 de McFarland e foram inoculadas nas
placas com polimixina B nas diferentes concentragdes por meio de estrias em cada Placa
de Petri de 90 mm. As placas foram deixadas em repouso em temperatura ambiente
durante cerca de 15 minutos e incubadas a 35°C por um periodo entre 16-18 horas
(Figura 2).
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Apo6s o periodo de incubacdo, pode-se observar o crescimento ou auséncia de
crescimento bacteriano nas placas com diferentes concentragbes da polimixina B. As
CIMs foram interpretadas de acordo com o estabelecido como ponto de corte pelo
BrCAST. CIM < 2 pg/mL foram considerados sensiveis a polimixina B e 24 pg/mL foram

considerados resistentes a polimixina B (BrCAST, 2024).

2.4 Drop Test modificado

Drop Test foi baseado no estudo de Shinohara (2022) com algumas alteragdes.

Shinohara e colaboradores utilizaram gotas com concentra¢des de 12 pug/mL e 16 pg/mL
de colistina. Em nosso estudo utilizamos quatro concentragdes (2 pg/mL, 4 pg/mL, 8
png/mL e 16 pg/mL), e polimixina B ao invés de colistina.
As quatro concentra¢cdes foram preparadas a partir de discos de polimixina B (300Ul =
30 pg cada disco) em diferentes volumes de MHCA em quatro tubos estéreis de vidro.
Em cada um dos quatro tubos de vidro foi utilizado apenas um disco de polimixina B.
Para a concentracéo de 2 pg/mL foi usado um volume de 15 mL de MHCA, para 4 pg/mL
foi usado um volume de 7,5 mL de MHCA, para 8 pug/mL foi usado um volume de 3,75
mL de MHCA e para 16 pg/mL foi usado um volume de 1,875 mL de MHCA. Todos os
tubos foram deixados em repouso em temperatura ambiente durante uma hora para que
houvesse a total eluicdo da polimixina B do disco.

As cepas bacterianas em andlise foram ajustadas para a escala padrao de 0,5 de
McFarland e foram repicadas por espalhamento com swab estéril em placas contendo
Agar Mueller-Hinton. Nessas placas foram depositadas gotas de 10uL de cada
concentracdo da polimixina B e foram deixadas em repouso em temperatura ambiente
durante cerca de 15 minutos e incubadas a 35°C por um periodo entre 16-18 horas
(Figura 3).
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Figura 3. Drop Test modificado para detec¢éo da resisténcia a polimixina B.

Criado com BioRender.com.
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Apés o tempo de incubagdo, puderam ser observadas zonas de inibicdo ou
crescimento onde foram pipetadas as gotas de diferentes concentracfes da polimixina
B. Nossos resultados foram interpretados de acordo com o estabelecido como ponto de
corte pelo BrCAST. Isolados com CIM <2 ug/mL foram considerados sensiveis a

polimixina B e 24 pg/mL foram considerados resistentes a polimixina B (BrCAST, 2024).

2.5 Microeluicao da polimixina B modificado

O teste de Microeluicado foi baseado no estudo de Simner (2019) com algumas
alteracOes. Simner e colaboradores utilizaram tubos com as concentragdes de 1 pg/mL,
2 pg/mL e 4 pg/mL de colistina. Em nosso estudo utilizamos apenas uma concentragao
(4 pg/mL) e polimixina B ao invés de colistina.

Em um tubo de vidro estéril com um volume de 15 mL de meio MHCA foram
adicionados 2 discos de polimixina B (300 Ul = 30 pg cada disco) resultando na
concentracéo de 4 pg/mL. Em seguida, o tubo foi deixado em repouso em temperatura
ambiente durante uma hora para que houvesse a eluicdo total da polimixina B do disco.
Para otimizacéo do teste, esse volume foi fracionado em tubos contendo 1 mL. As cepas
bacterianas em analise foram ajustadas para a escala padrdo de 0,5 de McFarland e
foram adicionados 5 pL do in6culo bacteriano no tubo contendo 4 pg/mL da polimixina
B. Esses tubos foram incubados a 35°C por um periodo entre 16-18 horas (Figura 4).
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Figura 4. Microeluicdo da polimixina B modificado para deteccdo da resisténcia a

polimixina B.

Criado com BioRender.com
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Decorrido o tempo de incubacéo, os tubos puderam ser analisados, observando
crescimento bacteriano (turbidez) indicando cepas resistentes a polimixina B ou auséncia

de crescimento (limpido) indicando cepas sensiveis a polimixina B (BrCAST, 2024).

2.6 Anédlise de resultados

Microdiluicdo em caldo foi utilizado como método de referéncia para comparacao
dos resultados dos novos métodos testadas neste estudo (Agar Spot, Drop Test e
Microeluicdo da polimixina B). Estas metodologias foram analisadas quanto a
sensibilidade, especificidade, concordancia categorica (Categorical Agreement - CA),
concordancia essencial (Essential Agreement - EA), erro maior (Major Error - ME) e erro
muito maior (Very Major Error - VME).

A sensibilidade foi calculada segundo a férmula:

Sensibilidade = VP/(VP+FN)
onde, VP (verdadeiro positivo) refere-se aos isolados classificados como resistentes
segundo o método de referéncia (microdiluicdo em caldo) e pelo novo método; e FN
(falso negativo) refere-se aos isolados classificados como resistentes pelo método de
referéncia, porém classificados como sensiveis pelo novo método.

A especificidade foi calculada segundo a formula:

Especificidade = VN/(VN+FP)
onde, VN (verdadeiro negativo) refere-se aos isolados classificados como sensiveis
segundo o método de referéncia e pelo novo método; FP (falso positivo) refere-se aos
isolados classificados como sensiveis pelo método de referéncia, porém classificados
como resistentes pelo novo método.

CA consiste na porcentagem de isolados classificados com 0 mesmo resultado
(resistente ou sensivel) quando comparado com o novo método. EA consiste na
porcentagem de isolados com CIM +/- 1 diluicdo entre o método de referéncia e pelo
novo método. CA e EA sao considerados aceitaveis quando apresentarem valores =2 90%
(IS0, 2021).

ME consiste na porcentagem de isolados classificados como resistentes segundo
0 novo método, porém deveriam apresentar resultados sensiveis segundo o método de

referéncia. VME consiste na porcentagem de isolados classificados como sensiveis
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segundo o novo método, porém deveriam apresentar resultados resistentes segundo o
método de referéncia. ME e VME sao considerados aceitaveis quando apresentarem
valores < 3% (ISO, 2021).
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3. RESULTADOS

Dentre os 100 isolados testados, 82 foram considerados sensiveis a polimixina B
(59 E. coli, 20 K. pneumoniae, 2 K. oxytoca e 1 C. freundii) e 18 isolados foram
considerados resistentes a polimixina B (5 E. coli, 11 K. pneumoniae, 1 S. marcescens e
1 Enterobacter sp.), segundo o teste de referéncia microdiluicdo em caldo.

Quando avaliado o Agar Spot modificado, 81 isolados foram considerados
sensiveis e 19 isolados foram considerados resistentes a polimixina B. Os resultados
encontrados no Agar Spot modificado e sua comparagdo com o método de referéncia
estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Comparacéo dos resultados do método de referéncia e Agar Spot modificado.

Agar Spot modificado
<2 pg/mL 4 pug/mL 8 pg/mL 216 yg/mL
Microdiluicao Sensivel | Resistente | Resistente Resistente
em
caldo S2 pg/mL I*
Sensivel
4 ug/mL 1 1
Resistente
8 ug/mL 3
Resistente
216 pg/mL 1
Resistente

Azul: Numero de isolados com valores de CIM idéntica para a microdiluicdo em caldo e
Agar Spot modificado.
*ME: Erro Maior

Agar Spot modificado exibiu sensibilidade de 100% e especificidade de 98,78%.
CA de 99% e EA de 98%. Tanto CA quanto EA estédo dentro dos valores aceitaveis, isto
€, 2 90%. Houve um ME (1%), admissivel e dentro do percentual ideal: K. pneumoniae
sensivel a polimixina B (CIM de 2 pg/mL) pela microdiluicdo em caldo e resistente no
Agar Spot modificado (CIM de 216 pg/mL). N&o foram encontrados VME.
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Para o Drop Test modificado, 79 isolados foram considerados sensiveis a

polimixina B e 21 isolados foram considerados resistentes a polimixina B. Os resultados

citados estéo elucidados na Tabela 2 comparando com o método de referéncia.

Tabela 2: Comparacéo dos resultados do método de referéncia e Drop Test modificado.

Drop Test modificado

Microdiluic
ao
em
caldo

<2 pg/mL
Sensivel

4 ug/mL
Resistente

8 ug/mL
Resistente

16 pg/mL
Resistente

232 ug/mL
Resistente

<2 ug/mL
Sensivel

4 ng/mL 8 ug/mL 16 pg/mL | 232 pg/mL
Resistente | Resistente | Resistente | Resistente
2% 1*

1 2
1 3

2
1

Azul: Nimero de isolados com valores de CIM idéntica para a microdiluicdo em caldo e

Drop Test modificado .

*ME: Erro Maior

O Drop Test modificado exibiu sensibilidade de 100% e especificidade de 96,34%.

CA de 97% e EA de 93%. Tanto CA quanto EA estdo dentro dos valores aceitaveis, isto

€, 2 90%. Houve trés ME (3%), dentro do percentual ideal: (i) K. pneumoniae sensivel a

polimixina B (CIM de 2 pg/mL) pela microdiluicdo em caldo e resistente pelo método de

Drop Test modificado (CIM de 4 pg/mL); (ii) K. pneumoniae sensivel a polimixina B (CIM

de 2 pg/mL) pela microdiluicdo em caldo e resistente pelo Drop Test modificado (CIM de

= 32 pg/mL); e (iii) K. pneumoniae sensivel a polimixina B (CIM de 1 pg/mL) pela

microdiluicdo em caldo e resistente pelo Drop Test modificado (CIM de 4 pg/mL). Nao

foram encontrados VME.
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Para a microeluicdo da polimixina B, 84 isolados foram considerados sensiveis a
polimixina B e 16 isolados foram considerados resistentes a polimixina B. A sensibilidade
do método foi de 83,33%, especificidade de 98,78% e CA de 96%. EA néo foi calculada
para esse método, haja visto que esse estudo analisou apenas uma concentracdo. CA
esta dentro dos valores aceitaveis, isto €, = 90%. Houve um ME (1%), dentro do
percentual ideal: K. pneumoniae sensivel a polimixina B (CIM de 1 pg/mL) pela
microdiluicdo em caldo e resistente na microelui¢do (CIM = 4ug/mL). Foram encontrados
3% de VME, valor considerado aceitavel: 2 E. coli e 1 K. pneumoniae resistentes a

polimixina B pela microdiluicdo em caldo e sensiveis pela microeluigdo.
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4. DISCUSSAO

Tendo em vista o crescimento do debate a respeito da resisténcia antimicrobiana
como um problema de saude publica, o que desafia o uso de antimicrobianos de primeira
linha no combate de infec¢des bacterianas, as polimixinas sao consideradas uma das
ltimas opcdes no tratamento de infec¢des bacterianas graves multirresistentes (Ayoub,
2020; Poirel et al., 2017).

Os meétodos tradicionais de deteccdo da resisténcia as polimixinas podem
enfrentar algumas limitacdes como adesao ao poliestireno da placa e dificil leitura dos
resultados. Portanto, ha uma necessidade de desenvolver e implementar novos métodos
para deteccdo mais sensivel, rapida e pratica da resisténcia as polimixinas (Nordmann
et al., 2016; Poirel et al., 2017)

Em nosso estudo, analisamos o desempenho do Agar Spot, Drop Test e o da
Microeluicdo da polimixina B modificados. Conforme os resultados encontrados, foram
demonstrados valores de sensibilidade de 100%, especificidade de 98,78%, CA de 99%,
EA de 98%, bem como ME de 1% e VME de 0% para Agar Spot modificado.

Outros estudos avaliaram o Agar Spot. Raro e colaboradores (2021) avaliaram a
resisténcia a polimixina B em 137 cepas de Enterobacterales resistentes aos
carbapenémicos, com diluicdo em Agar Mueller Hinton com 0,25-64 pug/mL de polimixina
B e um agar de triagem (Agar Mueller Hinton com 3 pg/mL de polimixina B). Os resultados
demonstraram sensibilidade de 86,2% e especificidade de 97,5% para a diluicdo em agar
e sensibilidade de 86,2% e especificidade de 98,7% para o teste de triagem. Os valores
de ME foram de 1,5% e 0,73%, respectivamente, e VME de 5,8% para ambos os
meétodos, taxa considerada acima dos padrbes aceitaveis. Apesar da diluicdo em agar
possibilitar a determinacdo mais precisa do valor CIM, o teste de triagem € menos
trabalhoso e mais econémico, ja que avalia apenas uma diluicdo (Raro et al., 2021).
Nosso estudo avaliou diferentes concentragdes de agar com polimixina B, apresentando
melhores resultados, principalmente em relacdo a sensibilidade e VME.

Pasteran e colaboradores (2020) investigaram o desempenho do Agar Spot para
deteccéo da resisténcia a colistina, utilizando concentragdes limitadas a 2 pg/mL e 3
pHg/mL. Avaliaram 271 isolados clinicos de bacilos Gram-negativos, incluindo espécies
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da ordem Enterobacterales, Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa. No geral,
os resultados mostraram uma CA de 88,5% e 11% de VME para a concentragéo de 2
pg/mL, porém houve melhora substancial na CA de 95,5% e 3,8% de VME quando
aumentada a concentracao para 3 pg/mL. Quando avaliados individualmente cada grupo
bacteriano, o estudo apresentou CA de 100% e 0% de VME para P. aeruginosa; CA de
94,6% e 10% de VME para Acinetobacter spp.; e CA de 98,5% e VME de 3,5% para
Enterobacterales na concentracéo de 3 ug/mL (Pasteran et al., 2020). Em comparacao
com o0 nosso estudo, é possivel observar certa semelhanca entre os resultados para
Enterobacterales, especialmente em relacdo a CA. Nosso estudo ndo avaliou bacilos
Gram-negativos nao fermentadores.

Ja para o Drop Test modificado, nosso estudo demonstrou valores de
sensibilidade de 100%, especificidade de 96,34%, CA de 97%, EA de 93%, ME de 3% e
VME de 0%.

Shinohara e colaboradores (2022) avaliaram cerca de 100 isolados de 11 espécies
diferentes utilizando Drop Test nas concentracdes de 12 e 16 pg/mL de colistina. Quando
avaliados individualmente para cada grupo bacteriano, o estudo apresentou melhores
resultados para 12 pug/mL de colistina, isto é, CA de 100% e ME de 7% para P.
aeruginosa; CA de 98% e 0% de ME para Enterobacterales; e CA de 95% e 10% ME
para A. baumannii. Ndo foram encontrados VME (Shinohara et al., 2022).

Perez e colaboradores (2021) avaliaram 715 isolados (628 espécies de
Enterobacterales e 87 bacilos Gram-negativos ndo fermentadores), utilizando o Drop
Test. Para a avaliagdo desse teste foram empregadas concentracdes que variaram de
0,25 a 8 ug/mL de polimixina B. Na concentracéo de 2 pg/mL, a precisao alcancou 92%,
enquanto a concentracdo de 4 pg/mL a precisao foi de 95,1% e na concentracdo de 8
pg/mL a preciséo foi de 94,8%. Nao foi encontrado nenhum VME entre os isolados (Perez
et al., 2021).

Llorente e colaboradores (2022) também avaliaram o desempenho do Drop Test,
frente a colistina em K. pneumoniae, E. coli e P. aeruginosa. Encontraram CA de 100%
para Enterobacterales e 99,2% para P. aeruginosa. Nao encontraram ME ou VME
(Llorente et al., 2022).
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Pasteran e colaboradores avaliaram a resisténcia cromossomal e plasmidial a
colistina utilizando o Drop Test. Inicialmente testaram concentra¢des variando de 4 a 64
Mg/mL, porém a solugéo de colistina de 16 ug/mL mostrou o melhor desempenho nos
testes preliminares. No geral os resultados demonstraram uma CA de 96,2% com 0,7%
de VME e 3,8% de ME. Quando avaliados individualmente para cada grupo bacteriano,
0s autores encontraram 100% de CA para Acinetobacter spp., 97,9% para
Enterobacterales e 97,4% para P. aeruginosa (Pasteran et al., 2020).

Para a Microeluicdo da polimixina B nosso estudo obteve valores de sensibilidade
de 83,33%, especificidade de 98,78%, CA de 96%, ME de 1% e VME de 3%. Como
avaliamos apenas uma concentracdo de polimixina B (4 ug/mL), ndo realizamos o célculo
de EA. Apenas uma concentracdo € uma sugestao dos autores para ser utilizada como
triagem facil e barata nas rotinas laboratoriais.

Simner e colaboradores (2019) avaliaram 121 isolados clinicos retrospectivos, 45
isolados clinicos prospectivos e 6 isolados de E. coli mcr-1 positivos. Os resultados
mostraram uma CA de 98% e uma EA de 99%. No entanto, foi encontrado VME de 50%
nas cepas produtoras de mcr-1 (CIM variando de 2 a 4 ug/mL), alterando a categorizacao
do isolado de sensivel para resistente a colistina (Simner et al., 2019). A metodologia de
eluicdo em disco mostra uma abordagem Util e promissora para a pratica laboratorial. No
entanto, € necessario pesquisar mais isolados com o gene mcr e validar os resultados
por meio da microdiluicdo em caldo (Rubens et al., 2024).

Cielo e colaboradores (2020) também avaliaram o teste de eluicdo para
determinar a resisténcia a polimixina B. A pesquisa incluiu 196 isolados de
Enterobacterales e alcancou uma CA com 99,5%, 0% de ME e 1,11% de VME (Cielo et
al., 2020).

Outro trabalho avaliou a microeluicdo da colistihna em 270 isolados de
Enterobacterales, 122 isolados de P. aeruginosa e 106 isolados de Acinetobacter spp.
No quadro geral os resultados revelaram uma CA de 97,4%, EA de 94,4%, ME de 0,9%
e VME de 3,2%. Quando avaliados individualmente para cada grupo bacteriano,
observaram CA de 98,6%, ME de 0% e VME de 2,5% para Enterobacterales; CA de
99,3%, ME de 0,7% e VME de 0% para P. aeruginosa; e CA de 93,1%, ME de 3,3% e
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VME de 5,6% para Acinetobacter spp. Esses valores indicam que alguns resultados
superaram o limite aceitavel de < 3% (Humphries et al., 2019).

Ja em 2020, Dalmolin e colaboradores realizaram testes de eluicdo para avaliar a
sensibilidade a colistina em 85 isolados de Enterobacterales empregando uma verséo
miniaturizada do teste original. Os resultados mostraram uma CA de 91,2%, ME de
4,65% e VME de 16%. As taxas de ME e VME foram consideradas insatisfatorias
(Dalmolin et al., 2020).

Finalmente, Kansak e colaboradores (2023) avaliaram o desempenho do método
de eluicdo em disco de caldo para colistina. O estudo incluiu 89 cepas de K. pneumoniae
e 5 de E. coli. Os resultados mostraram uma CA de 100%, indicando uma alta precisao
do método na identificacdo de resisténcia a colistina. No entanto, 0 método apresentou
limitacdes, pois ndo conseguiu determinar valores de CIM inferiores a 1 pg/mL ou
superiores a 4 pug/mL, o que impossibilitou o calculo da EA. Além disso, o estudo nao
encontrou valores de ME ou VME, sugerindo que o método é eficaz na identificacao de
cepas resistentes e sensiveis, mas destaca a necessidade de considerar essas
limitacdes ao interpretar os resultados (Kansak et al., 2023).

Além da cepa bacteriana isolada, a microeluicdo colorimétrica de polimixina B
pode ser realizada para determinacdo da resisténcia a polimixina B diretamente de
hemoculturas. Os resultados demonstraram uma sensibilidade de 94,1% e uma
especificidade de 99,1%, demonstrando ser uma metodologia viavel, precisa e rapida
para determinar a sensibilidade a polimixina B. No entanto, foi observado um ME de 0,8%
(uma hemocultura positiva para K. pneumoniae) e 5,9% de VME (hemoculturas positivas
para K. pneumoniae e o complexo Enterobacter cloacae) (Collar et al., 2024).

Os métodos utilizados em nosso estudo demonstraram boa sensibilidade e
especificidade, assim como CA, EA e valores de ME e VME dentro dos padrdes
aceitaveis. E importante destacar que, entre os trés métodos analisados, a Microelui¢éo
da polimixina B apresentou o menor valor de sensibilidade. Ao comparar Nnossos
resultados com os de outros estudos, podemos observar que os valores encontrados em
nossa pesquisa estéao alinhados com a literatura, embora haja variacdes especificas que

refletem a complexidade do fenbmeno da resisténcia bacteriana.
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Por serem menos complexos e requererem menos equipamentos e reagentes do
gque a microdiluicdo em caldo, esses métodos alternativos destacam-se pela sua
agilidade e menor custo. Além disso, a interpretacdo dos resultados é direta e
simplificada, o que otimiza a pratica laboratorial e facilita a implementacdo de medidas
clinicas apropriadas.

Cabe salientar que o presente estudo enfrentou limitagbes devido a auséncia de
uma andlise de isolados de bacilos Gram-negativos néo fermentadores, como
Acinetobacter spp. e P. aeruginosa, 0s quais sdo conhecidos pela sua resisténcia a
diferentes antimicrobianos e pela capacidade de causar infec¢des graves. Dessa forma,
a falta de uma investigacao especifica sobre essas espécies pode ter comprometido a
profundidade da compreensdo sobre o perfil de resisténcia antimicrobiana e a
epidemiologia desses agentes. Além disso, 0 baixo niumero de isolados resistentes
comparados ao numero de isolados sensiveis também foram considerados como
limitagGes do nosso estudo.

Novos estudos focados em uma gama mais abrangente de espécies sao
necessarios para avaliar o desempenho dos métodos aplicados neste estudo, permitindo
uma avaliagdo mais complexa. Além disso, a testagem diretamente de hemoculturas
positivas pode ser interessante com o intuito de acelerar a liberagcdo do resultado de

resisténcia as polimixinas.
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5. CONCLUSAO

Diante da crescente resisténcia antimicrobiana e da escassez de novos
antimicrobianos, o interesse nas polimixinas tem aumentado. Com o uso crescente das
polimixinas, surge a necessidade de métodos rapidos, eficazes, precisos, seguros e
econOmicos para deteccao de cepas resistentes as polimixinas.

Este estudo demonstrou que os métodos Agar Spot, Drop Test e Teste de
Microeluicdo da polimixina B tém um desempenho notavel quando comparados ao
método de referéncia, a microdiluicdo em caldo. Os testes mostraram alta sensibilidade,
especificidade, CA e EA, com baixos indices de ME e VME. Embora a Microelui¢cdo tenha
apresentado a menor sensibilidade, o Agar Spot se destacou devido a bons resultados
em todas as analises.

A maioria das pesquisas sobre resisténcia as polimixinas se concentram no uso
da colistina. A relevancia deste estudo reside no fato de que foi empregada a polimixina
B, em vez de colistina, o que é particularmente importante em contextos onde a colistina
nao esta disponivel comercialmente, como é o caso do Brasil.

Além disso, utilizacdo de discos comerciais impregnados com polimixina B € outro
diferencial desse trabalho, o qual facilita 0 manuseio do antimicrobiano nos laboratérios
clinicos e torna o teste menos oneroso. A implementacéo de métodos rapidos e de baixo
custo pode melhorar a deteccédo precoce da resisténcia as polimixinas, auxiliando na
escolha de terapias adequadas e no controle da disseminacéo de cepas resistentes.

Desse modo, os métodos Agar Spot, Drop Test e Microeluicdo da polimixina B
sdo potenciais candidatos a inclusdo na rotina dos laboratérios na deteccao da

resisténcia a polimixina B, especialmente o Agar Spot.
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7. APENDICE

Apéndice 1. Resultados da microdiluicdo em caldo (teste de referéncia), Agar Spot

modificado, Drop Test modificado e Microeluicdo da polimixina B modificada.

Isolado Espécie Microdiluicao Agar Spot/ Drop Test/ Microeluicao
Clinico em caldo/ Classificacao | Classificagcdo | Classificacao
Classificacao
EC2 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC14 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC17 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC23 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC24 E. coli 0,5/S <2/S <2/S S
EC28 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC30 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC36 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC39 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC41 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC45 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC48 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC51 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC53 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC55 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC56 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC57 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC66 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC71 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC72 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC73 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC75 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC76 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC79 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC83 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC87 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC92 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC98 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC117 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC121 E. coli 0,5/S <2/S <2/S S
EC124 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC128 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC129 E. coli 1/S <2/S <2/S S
EC131 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC140 E. coli 2/S <2/S <2/S S
EC143 E. coli 2/S <2/S <2/S S
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EC144 E. coli 0,5/S <2/S <2/S S

EC189 E. coli 2/S <2/S <2/S S

EC203 E. coli <0,125/S <2/S <2/S S

EC212 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC216 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC224 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC258 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC275 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC278 E. coli 2/S <2/S <2/S S

EC281 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC283 E. coli 2/S <2/S <2/S S

EC284 E. coli 0,5/S <2/S <2/S S

EC287 E. coli 2/S <2/S <2/S S

EC289 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC291 E. coli 2/S <2/S <2/S S

EC295 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC296 E. coli 1/S <2/S <2/S S

EC297 E. coli 2/S <2/S <2/S S

EC318 E. coli 2/S <2/S <2/S S

EC323 E. coli 1/S <2/S <2/S S

KP2 K. 2/S <2/S 4/R S
pneumoniae

KP24 K. 1/s <2/S <2/S S
pneumoniae

KP28 K. 1/S <2/S <2/S S
pneumoniae

KP30 K. 1/S <2/S <2/S S
pneumoniae

KP73 K. >64/R 216/R >32/R R
pneumoniae

KP95 K. <0,125/S <2/S <2/S S
pneumoniae

KP99 K. 1/S <2/S <2/S S
pneumoniae

10P K. 8/R 8/R 8/R R
pneumoniae

12P K. 16/R 216/R 16/R R
pneumoniae

14P K. 0,5/S <2/S <2/S S
pneumoniae

26P K. 0,5/S <2/S <2/S S
pneumoniae

27P K. oxytoca 0,5/S <2/S <2/S S

28P C. freundii 0,5/S <2/S <2/S S
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39P K. 0,25/S <2/S <2/S S
pneumoniae

48P K. 2/S <2/S <2/S S
pneumoniae

54P S. >64/R >16/R =232/R R
marcescens

80P K. 8/R >16/R >32/R R
pneumoniae

90P E. coli 0,5/S <2/S <2/S S

92P Enterobacter 4/R 4/R 16/R R

sp.

5798 E. coli 4/R 8/R =232/R R

242 E. coli 0,25/S <2/S <2/S S

3111 K. 32/R >16/R 16/R R
pneumoniae

10418 KPC >64/R >16/R >32/R R

3431 E. coli 8/R 8/R =232/R R

10422 KPC 1/S <2/S <2/S S

283 E. coli 8/R 216/R 16/R S

CD E. coli 4/R >16/R >32/R R

215 E. coli 16/R 8/R =232/R S

10420 K. 1/S <2/S <2/S S
pneumoniae

1 K. 0,5/S <2/S <2/S S
pneumoniae

2 K. 0,25/S <2/S <2/S S
pneumoniae

3 K. oxytoca 0,25/S <2/S <2/S S

4 K. >64/R >16/R >32/R R
pneumoniae

5 K. 1/S <2/S <2/S R
pneumoniae

6 K. 32/R >16/R >32/R R
pneumoniae

8 K. 0,5/S <2/S <2/S S
pneumoniae

9 K. 0,25/S <2/S <2/S S
pneumoniae

26 K. 2/S 216/R >32/R S
pneumoniae

28 K. 1/S <2/S 4/R S
pneumoniae

33 E. coli 0,25/S <2/S <2/S S

56 K. 8/R 8/R 8/R R
pneumoniae
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74 K. 8/R >16/R =232/R
pneumoniae

81 K. 1/S <2/S <2/S
pneumoniae

HU1 K. 16/R >16/R =232/R
pneumoniae

: Sensivel; R: Resistente
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