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RESUMO

O aumento da resisténcia antimicrobiana em bacilos gram-negativos € um motivo de
preocupacao na saude mundial, devido a escassez de opc¢des terapéuticas. As polimixinas sdo
utilizadas na pratica clinica como Ultimo recurso no tratamento dessas bactérias
multirresistentes, porém ja sdo relatadas altas taxas de mortalidade por bactérias gram-negativas
resistentes as polimixinas, tornando um desafio para os profissionais da saude, tanto na conduta
terapéutica quanto na deteccdo dessas resisténcias. Testar a sensibilidade de bactérias as
polimixinas é extremamente dificil, pois métodos comuns como o teste epsilométrico (Etest) e
disco-difusdo ndo sdo confidveis, e a microdiluicdo em caldo, que é o método de referéncia, é
trabalhosa e pouco viavel para a maioria dos laboratorios clinicos. A proposta deste estudo é
avaliar modificacdes em um método colorimétrico de triagem para deteccdo de resisténcia as
polimixinas em Enterobacterales, e comparar com os resultados do método de referéncia. O
Teste Rapido de Polimixina NP (Nordmann-Poirel) foi realizado conforme protocolo original
e modificado, incorporando as polimixinas por elui¢do dos discos. Foram testados 147 isolados
clinicos de Enterobacterales. A maioria dos isolados foram Klebsiella pneumoniae (51%),
seguida por Enterobacter cloacae (21%) e Escherichia coli (15%). Os resultados demonstraram
um total de 97 isolados sensiveis e 50 resistentes, pela microdiluicdo em caldo. Em comparacao
com os resultados obtidos pela microdiuluicdo em caldo, o0 método Poli-NP original obteve
valor de Kappa de 0,76 e intervalo de confianca de 95% de 0,649 a 0,874 para a polimixina B.
Para os métodos Poli-NP modificados os valores obtidos de Kappa foram de 0,72 e 0,70,
enquanto os intervalos de confianca de 95% foram 0,609 a 0,844 e 0,586 a 0,829 para colistina
e polimixina B, respectivamente. Esses resultados sugerem que o método pode ser utilizado
para identificar rapidamente portadores de isolados resistentes a polimixina, sendo um método
de triagem util na rotina clinica laboratorial, principalmente em ambientes com recursos
limitados.

Palavras-chave: Enterobacterales. Método de eluicdo. Teste colorimétrico. Teste Rapido de
Polimixina NP.



ABSTRACT

The increase in antimicrobial resistance in gram-negative bacilli is a matter of concern in world
health, due to the scarcity of therapeutic options. Polymyxins are used in clinical practice as a
last resort in the treatment of these multiresistant bacteria, but high mortality rates due to
polymyxin-resistant gram-negative bacteria have already been reported, making it a challenge
for health professionals, both in the therapeutic approach and in the detection of these bacteria.
resistances. Testing the sensitivity of bacteria to polymyxins is extremely difficult, as common
methods such as the epsilometric test (Etest) and disc diffusion are unreliable, and microdilution
in broth, which is the reference method, is laborious and not feasible for most of clinical
laboratories. The purpose of this study is to evaluate changes in a colorimetric screening method
for detecting resistance to polymyxins in Enterobacterales, and compare it with the results of
the reference method. The Polymyxin NP Rapid Test (Nordmann-Poirel) was performed
according to the original and modified protocol, incorporating the polymyxins by elution from
the disks. 147 clinical isolates of Enterobacterales were tested. Most isolates were Klebsiella
pneumoniae (51%) followed by Enterobacter cloacae (21%) and Escherichia coli (15%). The
results showed a total of 97 sensitive and 50 resistant isolates, by broth microdilution. In
comparison with the results obtained by broth microdilution, the original Poly-NP method
obtained a Kappa value of 0.76 and a 95% confidence interval of 0.649 to 0.874 for polymyxin
B. For the modified Poly-NP methods, the values Kappa values were 0.72 and 0.70, while the
95% confidence intervals were 0.609 to 0.844 and 0.586 to 0.829 for colistin and polymyxin B,
respectively. These results suggest that the method can be used to quickly identify carriers of
polymyxin-resistant isolates, being a useful screening method in clinical laboratory routine,
especially in environments with limited resources.

Keywords: Enterobacterales. Elution method. Colorimetric method. Rapid test Polymyxin
NP.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um dos maiores desafios para a salde publica
mundial, pois pde em risco a eficacia da prevencdo e do tratamento de infecgcdes por
microrganismos (WHO, 2020). Embora o desenvolvimento da RAM seja um fendmeno natural,
nos ultimos 50 anos houve uma disseminacédo crescente devido ao uso inadequado e excessivo
de antimicrobianos em pessoas, animais e plantas (EL-SAYED AHMED et al., 2020).

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa tornaram-se globalmente resistentes a maltiplos antimicrobianos (do inglés,
multidrug resistant, MDR), abrigando diversos mecanismos de resisténcia. Consequentemente,
as infeccOes causadas por esses bacilos gram-negativos sdo responsaveis por altas taxas de
mortalidade, especialmente em individuos imunocomprometidos, se tornando um desafio para
os profissionais da saude (MOTA, OLIVEIRA, SOUTO, 2018; AIRES et al., 2017).

Devido a essa ampla disseminacdo de resisténcia, nos ultimos anos a industria
farmacéutica tem desenvolvido novos antimicrobianos ativos contra infecgfes por bactérias
MDR, principalmente gram-negativas, no intuito de prevenir futuras endemias, porém isolados
resistentes ja foram identificados (BREIJYEH, JUBEH, KARAMAN, 2020; SHIRLEY, 2018;
SORIANO et al., 2021).

Sendo assim, a utilizacdo das polimixinas (polimixina B e colistina) como um dos
altimos recursos continua indispensavel para o tratamento de bactérias gram-negativas MDR
(OTSUKA, 2020; NANG, LI, VELKOV, 2019), ainda que estejam relacionadas a
nefrotoxicidade e neurotoxicidade (OLAITAN, LI, 2016).

Apesar dos mecanismos de resisténcia as polimixinas ndo estarem totalmente
elucidados, estudos apontam o envolvimento de diversos genes e sistemas regulatérios. Em
geral, a maioria desses mecanismos promovem uma alteracdo na superficie da célula bacteriana,
geralmente por alteracdo ou perda do LPS (lipopolissacarideo) ou hiperproducdo de capsula,
impedindo a ligacdo do farmaco (POIREL, JAYOL et al., 2017; MOFFATT, HARPER et al.,
2010).

A resisténcia as polimixinas mediada por plasmideo (mcr) é uma das principais
preocupacoes, devido ao potencial de transferéncia horizontal rapida, o que afeta diretamente
na utilidade clinica das polimixinas (NORGAARD et al., 2019; OTSUKA, 2020; EL-SAYED
AHMED et al., 2020). Neste contexto, é essencial que os laboratorios apresentem resultados

corretos, pois um resultado falso sensivel é evidentemente um erro muito grave, contudo, no
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caso de um antimicrobiano de ultimo recurso, como as polimixinas, um resultado falso
resistente deve ser considerado igualmente critico (MATUSCHEK et al., 2017).

Testar a sensibilidade de bactérias as polimixinas € extremamente dificil, pois métodos
como o teste epsilométrico (Etest) e disco-difusdo ndo séo confidveis, devido principalmente a
ma difusdo das polimixinas em agar (POIREL et al., 2017). Portanto, o0 método de referéncia
recomendado pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing para
determinar a sensibilidade as polimixinas é a técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com
0 padréo 1SO-20776 (BrCAST, 2022).

Apesar da técnica ser considerada um método padrdo-ouro, a microdiluicdo em caldo
é bastante trabalhosa, sendo que a preparacdo manual pode levar a erros significativos, ndo
sendo viavel a rotina da maioria dos laboratorios de microbiologia clinica. Além disso, é uma
técnica custosa e exige um tempo de resposta relativamente prolongado (WANG,
BERGLUND, ZHU, LUO, XIAO, 2021; KULENGOWSKI et al., 2018).

Considerando a complexidade na execu¢do do meétodo de referéncia para determinar a
sensibilidade de bactérias as polimixinas, o desenvolvimento e validacdo de testes de triagem
para a rotina do laboratério clinico é fundamental, principalmente devido ao menor tempo de
resposta, e por ndo demandar de muitas habilidades ou tecnologia custosa (GISKE,
KAHLMETER, 2017; BOUVIER et al., 2021).

A proposta deste estudo ¢é avaliar uma modificacdo em um método colorimétrico de
triagem de resisténcia as polimixinas recentemente desenvolvido, com intuito de possibilitar
uma melhor aplicabilidade na rotina laboratorial, com rapida categorizacao de sensibilidade e
resisténcia, essencial para otimizar o tratamento empirico, beneficiando o prognéstico do

paciente.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 POLIMIXINAS: MECANISMOS DE ACAO E DE RESISTENCIA

As polimixinas sdo antimicrobianos lipopeptidicos catiénicos, isolados pela primeira
vez na década de 1940 a partir de Paenibacillus polymyxa (Bacillus polymyxa), uma bactéria
gram-positiva encontrada no solo. A molécula de polimixina consiste em uma cadeia lateral de
acidos graxos ligada a um anel peptideo policatidnico composto de dez aminoacidos (EZADI;
ARDEBILI; MIRNEJAD, 2018).

As duas formas da classe da polimixina utilizadas na pratica clinica sdo a polimixina
B e a colistina (polimixina E), essas moléculas se diferem apenas em um amino&cido dentro do
anel peptidico, ou seja, na colistina a fenilalanina é substituida por uma leucina (Figura 1)
(TRIMBLE et al., 2016; SATLIN et al., 2019; BERGEN et al., 2006; KWA, KASIAKOU,
TAM, FALAGAS, 2014).

O mecanismo de acdo das polimixinas ainda ndo foi totalmente elucidado, porém
acredita-se que envolve a ruptura da membrana celular externa para consequente morte da
bactéria, por meio de interacOes eletrostaticas e hidrofobicas iniciais com o lipidio A de
lipopolissacarideos (LPS) na membrana externa de bactérias gram-negativas (TRAN et al.,
2016) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura da polimixina B e E (colistina) e o provavel mecanismo de acao

A B
Pol ;
olymyxin B Mg2+ ? Ca®t
L-LeU mmm [-Dab == 1-NH, "\ /
/ \
D-Phe* L-Dab ==y-NH, LPS O\
. g SRR @ P
¥-NH, mL-Dab L-Thr -
% 838888
L-Dab
| 3
Peptidoglycan
¥-NH, == L-Dab P,
I
L-Thr |
nner
~N membrane
¥-NH,, == L-Dab

Fatty acyl

* = D-Leu = colistin
~ = Polymyxin nonapeptide

Polymyxin B Oz

Fonte: Traducédo de Trimble et al. Polymyxin: Alternative Mechanisms of Action and Resistance (2016).
Legenda: (A) A estrutura geral do peptideo catidnico ciclico polimixina B. A colistina (polimixina E) substitui a
fenilalanina (d - Phe*) na polimixina B por uma leucina. O nonapeptideo de polimixina atenuado tem a cauda de

acil graxo removida adjacente a treonina fora da estrutura do anel (~). ( B ) A polimixina B interage com a
porcdo lipidica A da membrana externa do lipopolissacarideo (LPS). Os peptideos atravessam a membrana
externa através de um mecanismo de “captacdo auto-promovida” e, em seguida, interagem com a membrana
citoplasmatica para inibir a energizacao celular e possivelmente causar inibi¢do da divisdo celular e/ou
permeabilizacdo da membrana citoplasmatica e subsequente morte celular.
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As polimixinas sdo ativas contra uma grande variedade de bacilos gram-negativos,
como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos (Escherichia coli e Klebsiella spp.). Estes microrganismos sdo responsaveis
por diversas infeccBes nosocomiais, como pneumonias associadas a assisténcia a saude,
infeccOes da corrente sanguinea relacionadas a cateteres, infecgdes de sitio cirtgico e infeccbes
do trato urinario, o que resulta no crescente uso das polimixinas no &mbito hospitalar (ANVISA,
2022; NANG et al., 2021).

Conforme as diretrizes de consenso internacional para o uso ideal das polimixinas,
recomenda-se a polimixina B como agente preferencial para uso sisttmico de rotina em
infeccbes invasivas. A justificativa para esta recomendacdo é que a polimixina B tem
caracteristicas farmacocinéticas superiores em humanos, bem como um potencial reduzido de
causar nefrotoxicidade. J& a colistina é recomendada como a polimixina preferida para o
tratamento de infecc¢Oes do trato urinario inferior, dada a depuracgéo renal do pro-farmaco CMS
(colistimetato ou metanossulfonato de colistina) que entdo se converte na porcao ativa colistina
no trato urinario (TSUJI et al., 2019)

O efeito toxico mais freqliente das polimixinas é a lesdo renal, que se caracteriza por
necrose tubular aguda, ja que as polimixinas causam um aumento na permeabilidade das células
do epitelio tubular renal com influxo de cations, anions e &gua, com conseqtiente morte celular.
Entretanto, as formulagdes de colistina e polimixina B disponiveis hoje apresentam maior grau
de pureza e com isso menor toxicidade (ZAVASCKI, NATION, 2017; POGUE, TAM, 2019;
ANVISA, 2022;)

Os mecanismos de resisténcia as polimixinas desenvolvidos pelas bacterias incluem a
producdo de capsula, perda do LPS, modificacdo de LPS e bombas de efluxo (HUANG et al.,
2020; MOFFATT, HARPER, BOYCE, 2019; EICHENBERGER, THADEN 2019).

A resisténcia a polimixina é regulada essencialmente pelos sistemas de dois
componentes PhoP/PhoQ e PmrA/PmrB, que respondem as concentracdes de calcio, ferro e
magnésio e as variacdes de pH. Esses sistemas estdo envolvidos nas modificacGes do LPS,
especificamente na modificacdo da composicdo quimica do lipidio A via biossintese e adicédo
de fosfoetanolamina e 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) (OLAITAN, MORAND,
ROLAIN, 2014; SILVA, ROSSATO, LEITE, SIMIONATTO, 2022) (Figura 2).

Em Enterobacterales, a resisténcia a polimixina pode ser transmitida de forma
horizontal, por meio de plasmideos que carregam o0 gene mcr, o qual codifica a enzima
fosfoetanolamina transferase, responsavel por alterar o LPS e, consequentemente, diminuir a
ligacdo da polimixina (LIU et al., 2016; GIAMARELLOU, 2016).
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Em Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii essa resisténcia é mais
comumente mediada por cromossomos, principalmente por muta¢ées cromossomicas de genes
envolvidos na sintese de lipopolissacarideos, como o truncamento do gene mgrB (regulador de
feedback negativo do sistema PhoPQ), levando a regulagcdo negativa da atividade quinase de
PhoQ e diminuicdo da producdo de fosfoetanolamina (NANG, LI, VELKOV, 2019;
NZRGAARD et al., 2019; TORRES et al., 2021; POIREL et al., 2015).

Figura 2 — Representacéo ilustrativa da regulagdo da sinalizagéo envolvida no mecanismo de

resisténcia as polimixinas
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Fonte: Traducéo e adaptacdo de HAMAME et al. Mobile Colistin Resistance (mcr) Genes in Cats and Dogs and
Their Zoonotic Transmission Risks (2022).

Legenda: O gene mgrB exerce feedback negativo no sistema de dois componentes (TCS) PhoP/PhoQ. Uma
mutacdo do gene mgrB (indicado por simbolos de estrelas de cor vermelha) leva a uma inducéo constitutiva do
sistema PhoP/PhoQ. A ativacdo de PhoP/PhoQ ativa pmrD e o operon arnBCADTEF; pmrD por sua vez ativa

pmrA. O TCS pmrA/pmrB também pode ser ativado por uma mutacdo nos genes pmrA/pmrB; essa ativacdo
ativa tanto arnBCADTED quanto pmrC, que modificam coletivamente os lipopolissacarideos (LPSs) por meio

da adi¢do de 4-amino-desoxi-l-arabinose (L-Ara4N) ou fosfoetanolamina (PetN). PetN também pode ser
adicionado a LPSs por fosfoetanolamina transferase expressa pelos genes mcr. As substitui¢des de aminoacidos
em CrrB/CrrA induzem a expressdo de crrC induzindo a expressao elevada de pmrC através da ativacéo de
pmrA. Por outro lado, as bombas de efluxo (AcrAB/TolC, SoxS/R e KpnEF) permitem ejetar a colistina para
fora da bactéria.

No contexto da expansdo mundial de carbapenemases, ressurgiu o uso clinico de
polimixinas, assumindo um papel importante como terapia de resgate para infeccdes gram-
negativas intrataveis, principalmente cepas MDR. Porém, a resisténcia a polimixina esta
aumentando em todo o mundo, com diversos relatos recentes de falha clinica e surgimento de

resisténcia durante a antibioticoterapia (TSUJI et al., 2019; NANG et al., 2021).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA RESISTENCIA AS POLIMIXINAS

De acordo com a Sociedade Brasileira de Microbiologia (SBM, 2017), anualmente
cerca de 700 mil mortes sdo ocasionadas por infeccdes derivadas de bactérias multirresistentes
e estima-se que até 2050 esse nimero aumente para cerca de 10 milhdes de mortes por ano no
mundo.

Embora estejam presentes na natureza e facam parte da microbiota normal do
hospedeiro, Enterobacterales séo isoladas em cerca de 50% dos pacientes com infeccoes
relacionadas a assisténcia a salde (IRAS) e compreendem 80% de todos os isolados entre
bactérias gram-negativas, estando relacionadas ao desenvolvimento de doencas graves
(CONCEIQAO-NETO et al., 2022; KELESIDIS, FALAGAS, 2015).

As polimixinas foram categorizadas pela OMS como antimicrobianos “criticamente
importantes”, pois cumprem os critérios de serem uma das poucas terapias disponiveis para
tratar infecgOes bacterianas graves (OMS, 2017). As polimixinas, de forma geral, apresentam
acdo adequada contra bacilos gram-negativos MDR. Um estudo recente sugere eficacia
satisfatoria e um perfil de seguranca aceitavel sobre o uso clinico de polimixina B intravenosa
para o tratamento de pacientes com infec¢cdes bacterianas gram-negativas MDR e constata que
a mortalidade de pacientes tratados com polimixina B intravenosa é comparavel a mortalidade
geral de pacientes com infeccOes multirresistentes tratados com outros antibidticos
estabelecidos (ROSSI et al., 2016; FALAGAS et al., 2021).

A colistina intravenosa tem sido usada em alguns paises, incluindo Europa, Australia,
Japdo e Africa do Sul, especialmente em pacientes hospitalares com infeccdes bacterianas
gram-negativas MDR. Nos EUA, Brasil, Malasia e Cingapura, tanto a colistina quanto a
polimixina B estdo disponiveis para administracao intravenosa. Por outro lado, paises, como
Japéo e Africa do Sul, nem a colistina nem a polimixina B estdo disponiveis (FALAGAS et al.,
2021).

A prevaléncia mundial de resisténcia as polimixinas € de aproxidamente 10% entre as
bactérias gram-negativas, sendo mais alta nos paises mediterraneos e no Sudeste Asiatico. O
aumento do uso de polimixina para infeccBes causadas por bactérias gram-negativas MDR tem
levado ao surgimento de resisténcia em varios paises do mundo, e sua prevaléncia pode variar
entre as regides (SILVA et al., 2022).

K. pneumoniae resistente a carbapenem € a espécie mais comumente envolvida no
desenvolvimento de resisténcia a polimixina, por estar relacionada ao maior uso clinico de

polimixinas. Um estudo epidemioldgico constatou que entre 963 cepas de Enterobacterales
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produtores de carbapenemases e resistentes as polimixinas presentes nas Américas, 95,3% sdo
K. pneumoniae, e 0s 4,7% restantes estdo distribuidos entre E. coli, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp. e Citrobacter spp. (RODRIGUEZ-SANTIAGO, CORNEJO-JUAREZ, SILVA-
SANCHEZ, GARZA-RAMOS, 2021).

No Brasil, de acordo com dados do Laboratdrio de Pesquisa em Infecgdo Hospitalar
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), a propor¢do de deteccdo de enterobactérias
resistentes a polimixina subiu de 42% em 2019 para 58% em 2021, considerando-se o conjunto
de amostras recebidas para identificacdo ao longo deste periodo. Nos hospitais brasileiros,
houve aumento da taxa de K. pneumoniae resistente a polimixina de 1,8% em 2009 para 15%
em 2013 e 35,5% em 2015, sendo, portanto, considerada endémica e frequentemente associada
a altas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes (GIAMARELLOU, 2016; SILVA et al.,
2020).

O primeiro caso brasileiro de uma infeccdo humana causada por uma bactéria
portadora do gene mcr foi observado no estado do Rio Grande do Norte. Uma cepa de E. coli
produtora de ESBL foi isolada da amostra de ferida do pé de um paciente diabético. Outras
publicac6es identificaram o gene mcr em seres humanos no estado de Sdo Paulo, Espirito Santo,
Pernambuco e Rio Grande do Sul, e existem ainda relatos sem descri¢do do local do isolamento
(FABRIN, VI1ZZOTTO, 2019; OLIVEIRA, 2020).

Diante do atual cenario é de suma importancia a acuracia de métodos que detectam
resisténcia as polimixinas em bactérias gram-negativas, pois se tratando de um antimicrobiano
de ultimo recurso, € absolutamente essencial que os laboratérios relatem resultados confiaveis
(MATUSCHEK et al., 2018).

23 METODOS PARA DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE AS
POLIMIXINAS

Avaliar a sensibilidade de bactérias as polimixinas € uma pratica laboriosa, pois
métodos mais faceis de executar no laboratério, como o teste epsilométrico (Etest) e disco-
difusdo ndo sdo confiaveis, devido principalmente a ma difusdo das polimixinas em &gar
(POIREL et al., 2017), sendo o uso desses métodos inadequados pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) e BrCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) (CLSI, 2017; BrCAST, 2016; LESHABA, MBELLE, OSEI, 2021).
Atualmente, o Unico método recomendado pelo BrCAST/EUCAST para a avaliacdo da

sensibilidade as polimixinas é a microdiluicdo em caldo ndo automatizada, de acordo com o



21

padréo 1SO-20776 (BRCAST, 2022; BAKTHAVATCHALAM et al., 2018).

A microdiluicdo em caldo é uma técnica na qual uma suspensdo bacteriana de
concentragdo padrdo (10* UFC/mL) ¢ testada contra diferentes concentragdes do agente
antimicrobiano em um caldo Mueller-Hinton ajustado para cations (Ca*? e Mg*?), sendo
realizado em pequenos volumes. Os resultados sdo registrados como concentragdo inibitoria
minima (CIM), que é a concentracdo mais baixa do agente antimicrobiano que inibe o
crescimento visivel de um microrganismo, e € expressa em mg/L ou pg/mL (EUCAST, 2022).

Apesar da técnica ser considerada um método padrdo-ouro devido a sua
reprodutibilidade e confiabilidade, a microdiluicdo em caldo € bastante trabalhosa, sendo que a
preparacdo manual pode levar a erros técnicos, ndo sendo tdo viavel sua execu¢do na rotina da
maioria dos laboratorios de microbiologia clinica (WANG, BERGLUND, ZHU, LUO, XIAO,
2021; KULENGOWSKI et al., 2018).

Existem outros metodos ndo automatizados disponiveis comercialmente, como o
Policimbac® (Probac do Brasil) e Sensititre™ (Thermo Scientific), porém, além de
apresentarem um custo elevado, um dos poucos estudos sobre o método Policimbac® evidencia
que o mesmo fornece resultados confiaveis apenas para classificagcdo categorica de resisténcia
a polimixina, pois as CIMs obtidas foram maiores do que as obtidas com a microdiluicdo em
caldo (DALMOLIN et al., 2020).

2.3.1 Testes colorimétricos de triagem

Para facilitar a rotina laboratorial, foram desenvolvidos testes rapidos colorimétricos
utilizados como triagem para deteccdo de resisténcia as polimixinas, diminuindo o tempo de
resposta. Entretanto, estes testes ainda sao recentes e possuem poucos estudos que detalham sua
eficacia em relacdo ao método referéncia.

O teste rapido de polimixina NP [Nordmann/Poirel] (Poli-NP), desenvolvido por
Nordmann, Jayol e Poirel (2016), consiste em detectar o crescimento bacteriano através da
metabolizacdo da glicose, na presenca de uma determinada concentracdo de polimixina B ou
colistina. Quando ocorre o crescimento (isolado resistente), a formacao do metabolismo &cido
altera o pH do meio, que é evidenciado visualmente pela mudanca de cor de um indicador de
pH, o vermelho de fenol. O resultado final do teste rapido Poli-NP é obtido em até 4 h, embora
a maioria dos isolados resistentes apresentam resultados positivos em torno de 2 h
(NORDMANN et al., 2016; DALMOLIN et al., 2019a).

Nordmann, Jayol e Poirel (2016) relataram que seu teste apresentou uma sensibilidade
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de 99,3% e uma especificidade de 95,4% para 200 isolados de Enterobacterales. Outro estudo
mais recente avaliou o desempenho do teste rapido de Polimixina NP como excelente na

deteccdo de resisténcia as polimixinas (GERM et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar modificagdes no método colorimétrico Poli-NP, comparando com o método original e
0 método de microdiluicdo em caldo triagem da resisténcia as polimixinas em isolados de

Enterobacterales.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a modificacdo no procedimento de Poli-NP, pela adi¢do de polimixina por
disco eluicéo;

e Determinar classificacdo categdrica (erro muito grave e erro grave) e concordancia
Kappa dos meétodos Poli-NP e Poli-NP modificado, em relacdo ao método padréo
(microdilui¢do em caldo);

e Definir sensibilidade e especificidade do método Poli-NP modificado.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO E LOCAL DE ESTUDO

O estudo apresenta um modelo de pesquisa experimental e analitica. A pesquisa foi
realizada no Laboratério de Microbiologia Molecular Aplicada (MIMA) do Departamento de
Andlises Clinicas da Universidade Federal de Santa Catarina, situado no Hospital Universitéario
Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU/UFSC/EBSERH), que esta localizado na cidade

de Floriandpolis-SC.

4.2 ISOLADOS BACTERIANOS

Para este estudo foram selecionadas 147 amostras de espéecies bacterianas pertencentes
a ordem Enterobacterales, isoladas entre o periodo de 2016 a 2021 no setor de Microbiologia
da Unidade do Laboratorio de Anélises Clinicas (ULAC) do HU/UFSC/EBSERH.

Os isolados de Enterobacterales selecionados para este estudo foram: Klebsiella
pneumoniae (75), complexo Enterobacter cloacae (31), Escherichia coli (22), Enterobacter
amnigenus (1), Citrobacter freundii (5), Klebsiella aerogenes (5), Klebsiella oxytoca (2),
Klebsiella spp. (2) e Citrobacter spp. (4).

As bacteérias criopreservadas foram semeadas em meio agar sangue ou agar chocolate,
com incubacao por 24 horas a 37 °C. Posteriormente ao crescimento primario, colénias isoladas
foram subcultivadas em agar triptico de soja (TSA), incubando por mais 24 horas a 37 °C. As
suspensdes bacterianas foram preparadas para cada isolado testado, bem como para os isolados
utilizados como controles sensiveis e resistentes as polimixinas, conforme sera descrito no item
4.3.

Para o controle de qualidade, foram utilizadas cepas de Escherichia coli ATCC 25922
como controle sensivel, conforme recomendado pelo BrCAST. Para controles resistentes,
foram utilizadas as cepas de Escherichia coli produtor de mcr-1 (NANG; LI; VELKOV, 2019)
e Klebsiella pneumoniae produtor do gene mgrB truncado por sequéncia de insercdo (KpC9)
(PALMEIRO et al., 2019; POIREL et al., 2015).
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43  TESTE COLORIMETRICO POLI-NP [NORDMANN-POIREL]

O teste rapido de polimixina NP foi reproduzido conforme a metodologia original,
iniciando-se pelo preparo de 500 mL da solugdo indicadora Poli-NP, na qual foi misturado o
meio de cultura agar Mueller-Hinton cétion ajustado (MHB-CA) com o indicador de pH
vermelho de fenol e dgua destilada, tendo o pH ajustado para 6,7 com &cido cloridrico 1 mol/L.
A esterilizagdo dessa solucéo foi feita em autoclave a 121°C por 15 minutos. Posteriormente ao
resfriamento da solucdo a temperatura ambiente, foi adicionada d-glicose anidra 10%,
esterilizada por filtragdo em membrana de 0,22um. As concentragdes finais na solugcéo Poli-NP
foram de 2,5% de p6 de MHB-CA, 0,005% de indicador vermelho de fenol e 1% de d-glicose.
A solucéo foi aliquotada em tubos de 50 mL e armazenada congelada a -20°C. Antes de cada
experimento, a solugédo foi pre-aquecida a 37 °C para evitar retardo no crescimento bacteriano,
que pode ocasionar mudanca de cor tardia (NORDMANN; JAYOL; POIREL, 2016).

A solucéo de sulfato de poliximina foi previamente preparada pela dissolucdo de sal
puro de sulfato de polimixina (Sigma-Aldrich) em salina, com concentracdo de 32 pg/mL. Essa
solucéo foi entdo incorporada a solucdo indicadora Poli-NP imediatamente antes da realizagédo
do experimento, de modo que a concentracdo final de polimixina na solucéo seja de 5 pg/mL
(NORDMANN; JAYOL; POIREL, 2016). Portanto, para um volume final de 4 mL de solucéo
Poli-NP, adicionou-se 625 uL de solucéo de sulfato de polimixina a 32 pg/mL.

De acordo com Nordmann, Jayol e Poirel (2016), o preparo dos indculos bacterianos
consiste na ressuspensao das bactérias a serem testadas, incluindo os controles, em NaCl esteéril
(0,85%) para obter densidade optica de 3,0-3,5 na escala McFarland, que corresponde a,
aproximadamente, 10° UFC/mL. Porém, ao reproduzir o teste nesta concentragdo bacteriana,
observou-se elevado numero de cepas resistentes, cuja explicacdo pode estar na alta
concentracdo de bactérias na solucdo. Para a maioria dos testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, utiliza-se o padrdo de densidade éptica da solucao bacteriana de 0,5 na escala
McFarland (~108 UFC/mL), inclusive em outros métodos similares descritos na literatura,
Portanto, adotou-se este padrdo de densidade dptica para as suspensdes bacterianas utilizadas
neste experimento, as quais foram inoculadas em até 15 minutos apds preparacdo, conforme
recomendado pelas diretrizes do BrCAST para testes de suscetibilidade (BRCAST, 2022).

O experimento foi realizado em microplaca de poliestireno de 96 pocos estéril, e para
cada isolado, a suspensdo bacteriana foi inoculada, paralelamente, em dois pogos, com
polimixina (5pug/mL) e sem polimixna (0 pg/mL), para controle de crescimento bacteriano.

Foi adicionado, em cada pogo teste, 150 pL de solucdo Poli NP e 50 pL de suspenséo
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bacteriana ou salina (po¢o para controle de contaminacdo do meio), e incubado a 35+ 2°C em
ar ambiente, por até 4 horas (Figura 3).

A leitura do teste foi feita apds os primeiros 10 minutos e depois a cada hora por 4 horas.
O resultado foi considerado positivo, ou seja, resistente a polimixina, quando houve
crescimento do isolado na presenca de polimixina, alterando a cor do meio de laranja para
amarelo (metabolismo da glicose), o qual observa-se também no pogo sem polimixina. O
resultado foi considerado negativo, ou seja, sensivel a polimixina, quando ndo houve
crescimento do isolado na presenca de polimixina, ndo alterando a cor do meio (laranja), o que

também deve ocorrer nos pogos sem suspensao bacteriana

44  TESTE COLORIMETRICO POLI-NP [NORDMANN-POIREL] MODIFICADO

A modificacdo do teste consistiu em preparar a solucdo Poli-NP através da elui¢do de
discos de polimixina B e colistina, conforme a metodologia descrita por Dalmolin et al. (2019b)
e Simner et al. (2019). Foram utilizados discos de colistina e de polimixina B com
concentracdes de 10 pg e 300 Ul, respectivamente, que foram adicionados a solu¢do tampéo
original, com posterior incubacéo de 30 minutos a 37 °C para elui¢do dos antimicrobianos. Para
este teste, foram preparadas solu¢cdes com concentracdes de 2, 4 e 8 pg/mL, tanto para
polimixina B quanto para colistina (SIMNER et al., 2019). Como o controle de crescimento em
concentracdo 0 pg/mL (sem discos) esta incluso no método original, ndo foi necessario
reproduzir novamente no método modificado, visto que ambos foram realizados
concomitantemente.

Os indculos bacterianos foram preparados de acordo com o descrito no teste rapido Poli-
NP original. Este teste modificado foi realizado juntamente ao original, na mesma microplaca
de poliestireno de 96 pocos, sendo que para cada isolado, a suspensdo bacteriana foi inoculada,
paralelamente, nas trés concentracdes de polimixinas preparadas (2, 4 e 8 pug/mL). A leitura do

teste modificado seguiu as mesmas condicdes do teste original.
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Figura 3 — Representacao ilustrativa da metodologia do teste colorimétrico Poli-NP,

conforme Nordmann-Poirel e Poli-NP modificado por disco elui¢do
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Fonte: Elaborado pelo autor.

45  MICRODILUICAO EM CALDO

As concentracdes inibitérias minimas (CIM) para polimixina B das 147 bactérias
utilizadas neste estudo foram determinadas por microdiluicdo em caldo. O método foi realizado
para todos os isolados, em placas de poliestireno de 96 pocos, seguindo o procedimento 1SO
20776-1, usando caldo Mueller-Hinton ajustado a cations (Oxoid) e sal sulfato de polimixina B
(Sigma-Aldrich) (CLSI, 2006). O teste foi executado pela académica do curso de Farmacia,
Kharol Neves, em seu Trabalho de Conclusdo de Curso intitulado “Avaliacdo de modificagdes
em dois métodos fenotipicos com menor tempo de resposta para triagem da resisténcia as
polimixinas em isolados clinicos de Enterobacterales” aprovado no ano de 2022.

A CIM foi definida como a menor concentragcdo de antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento bacteriano, por meio de inspecdo visual. Os isolados foram considerados

suscetiveis quando as CIMs foram < 2 pg/mL e resistentes quando as CIMs foram > 2 pg/mL
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(BRCAST, 2021).
Sendo assim, os resultados obtidos nos experimentos deste estudo foram confrontados
com os resultados da microdiluicdo em caldo previamente executada, tendo este método

padrdo-ouro como seguranga de comparagdo entre 0s métodos.

4.6 ANALISE DE INTERFERENCIAS

O controle de interferéncia foi realizado para ambos 0s experimentos, utilizando um
controle negativo (isolado sensivel a polimixina) e dois controles positivos (isolados resistentes
a polimixina). Todos os isolados também foram inoculados com solugdo indicadora sem
polimixina, para confirmar o metabolismo de carboidratos pelas bactérias. Além disso, para
cada teste, foi preparado um poco com solucéo indicadora e salina apenas (sem suspensdo

bacteriana), a fim de comprovar a auséncia de contaminagdo do meio (Figura 4).

Figura 4 — Desenho da placa de teste dos metodos Poli-NP original e Poli-NP modificado.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Isolado (i). NUmeros ardbicos correspondem a cada isolado inoculado na placa. Solugéo salina estéril
0,85% (NaCl). Isolados controles positivos (CP): Klebsiella pneumoniae KpC9 (CP1) e Escherichia coli
produtores de mer-1 (CP2). Isolado controle negativo (CN): Escherichia coli ATCC 25922.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos experimentos com Poli-NP original e Poli-NP modificado
foram comparados com os resultados da microdiluicdo em caldo. A mensuragdo da
concordancia para dados categoricos foi realizada através do coeficiente de concordancia
Kappa. O coeficiente Kappa mede a concordancia além da causalidade, variando em uma escala
de 0 (zero), quando ndo ha concordancia além do esperado, a 1 (um) quando ha concordancia
perfeita, conforme Tabela 1 (LANDIS, J.R.; KOCH, G.G., 1977). Utilizando como referéncia
0 método de microdiluicdo em caldo, a estatistica Kappa foi aplicada a fim de responder se ha
concordancia de suscetibilidade ou resisténcia entre os métodos testados e o padréo. Os valores
de concordancia Kappa e os intervalos de confianca foram calculados por meio de uma

calculadora disponivel na internet (http://vassarstats.net/). A sensibilidade e especificidade

diagnostica foram calculadas usando dados plotados em planilhas do Excel.

Tabela 1 - Medidas de concordancia para dados categdricos.

Estatistica Kappa Forca da concordancia

< 0,00 Pobre

0,00 -0,20 Pouca

0,21 -0,40 Fraca

0,41 -0,60 Moderada

0,61 -0,80 Substancial

0,81 -1,00 Quase perfeita

Fonte: Traducéo de Landis, J.R.; Koch, G.G. The I\/I(igél;;ement of Observer Agreement for Categorical Data

As discrepancias foram determinadas para avaliar o desempenho do teste na detec¢édo
de resisténcia a colistina, sendo classificadas da seguinte forma: (i) erro muito grave (VME, do
inglés Very Major Error) quando os isolados foram considerados sensiveis pelos métodos
testados, porém resistentes pelo método padrdo (resultado falso-sensivel); (ii) erro grave (ME,
do inglés Major Error) quando os isolados foram considerados resistentes pelos métodos
testados, mas categorizados sensiveis usando o método padrdo (resultado falso-resistente)
(JAYOL et al., 2018).


http://vassarstats.net/
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5 RESULTADOS

A determinac&o das concentragdes inibitorias minimas (CIM) para polimixina B das 147
bactérias foi obtida através do método de microdiluicdo em caldo. O resultado do teste
demonstrou resisténcia a polimixina B em 50 das cepas testadas, sendo 37 Klebsiella
pneumoniae, 6 do complexo Enterobacter cloacae, 3 Klebsiella aerogenes, 2 Escherichia coli,
1 Enterobacter amnigenus e 1 Klebsiella oxytoca, conforme apresentado na Tabela 2. Os testes
colorimétricos Poli-NP original e modificado foram realizados com as mesmas 147 cepas
bacterianas, e 0s resultados de resisténcia ou sensibilidade (Tabela 2) foram determinados pela
observacdo de mudanca na coloracdo do meio (Figura 5).

Tabela 2 - Resultados obtidos na microdiluicdo em caldo e nos testes Poli-NP original e Poli-

NP modificado para as 147 bactérias testadas

. o Poli-NP Poli-NP
Microdiluicéo . o o .
Poli-NP Original Modificado Modificado
em caldo o o
Isolados Colistina Polimixina B

S(%) R(%) S(©@) R(%) S@) R@©) S(%) R (%)

Klebsiella pneumoniae 38(50,7) 37(49,3)  41(54,7) 34(453)  36(48) 39(52)  37(49,3) 38(50,7)

Enterobacter cloacae 25 (80,6) 6(19,4) 27 (87,1) 4(12,9) 27 (87,1) 4(12,9) 27 (87,1) 4(12,9)

Escherichia coli 20(90,9)  2(9.1) 21 (95,5) 1(45  20(90,9) 2(91)  20(90,9)  2(9,1)
Klebsiella oxytoca 1 (50) 1 (50) 2 (100) 0(0) 1(50) 1 (50) 1(50) 1(50)
Citrobacter freundi 5 (100) 0(0) 5 (100) 0 (0) 3 (60) 2 (40) 5 (100) 0(0)
Enterobacter
aerogenes 2(40) 3(60) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20) 4(80) 1(20)
Citrobacter spp. 4 (100) 0(0) 4 (100) 0(0) 4 (100) 0(0) 4 (100) 0(0)
Klebsiella spp. 2 (100) 0(0) 2 (100) 0(0) 2 (100) 0(0) 2 (100) 0(0)
Enterobacter
amnigenus sp. 00 1(100) 0(0) 1(100)  0(0) 1(100)  0(0)  1(100)
TOTAL 97(66)  50(34)  106(72,1) 41(279) 97(66)  50(34)  100(68)  47(32)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Resistente (R). Sensivel (S).
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Figura 5 - Representacao dos resultados de deteccdo de resisténcia a polimixina pelos
métodos colorimétricos Poli-NP original e Poli-NP modificado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Isolados sensiveis correpondem as colunas 2, 4, 5, 7, 8 e 12 (Controle Negativo); Isolados resistentes
correspondem as colunas 1, 3, 6, 10 (Controle Positivo 1) e 11 (Controle Positivo 2). Controle de contaminagéao
corresponde a coluna 9 (Salina 0,85%); Controle de crescimento bacteriano correspondente a linha A (sem
polimixina).

Os resultados dos testes Poli-NP original e Poli-NP modificado foram comparados com
os resultados da microdiluicdo em caldo, conforme apresentado na Tabela 3.

Considerando estes resultados, os trés métodos testados apresentaram um coeficiente
Kappa de concordancia muito similiar ao método padréo-ouro. O método Poli-NP original
obteve valor de Kappa de 0,76 e intervalo de confianca de 95% de 0,649 a 0,874 para a
polimixina B, sendo considerada uma concordancia substancial, de acordo com a classificacao
definida por Landis e Koch (1977). Para os méetodos Poli-NP modificados os valores obtidos
de Kappa foram de 0,72 e 0,70, enguanto os intervalos de confianca de 95% foram 0,609 a
0,844 e 0,586 a 0,829 para colistina e polimixina B, respectivamente, resultando também em
uma concordancia substancial entre esses métodos e a microdiluicdo em caldo.

O método Poli-NP original apresentou sensibilidade de 93% e especificidade de 89%.
O método Poli- NP modificado para colistina apresentou sensibilidade de 82% e especificidade

de 91%, enquanto para polimixina B a sensibilidade foi de 83% e especificidade de 89%.
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Tabela 3 - Comparacgéo dos resultados obtidos nos testes Poli-NP original e modificados com

a microdiluicdo em caldo para as 147 bactérias testadas

METODO N° DE ISOLADOS CONCORDANCIA VME (%) ME(%)
R (%) S (%) KAPPA (95IC)
Microdiluicdo em caldo 50 (34,0) 97 (66,0) - - -
Poli-NP original 41 (27,9) 106 (72,1) 0,76 (0,649-0,874) 12 (24) 3 (3,09)

Poli-NP mod. Colistina 50 (34,00 97 (66,0) 0,72 (0,609-0,844) 9 (18) 9 (9,28)
Poli-NP mod. PolimixinaB 47 (32,0) 100 (68,0) 0,70 (0,586-0,829) 11 (22) 8 (8,25)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Resistente (R). Sensivel (S). Intervalo de confianga 95% (95IC). Erro muito grave (VME). Erro grave
(ME).

Além da comparacdo com a microdilui¢do em caldo, os resultados dos testes realizados
neste estudo também foram confrontados entre si. Quando comparou-se 0 método Poli-NP
original e com os dois métodos Poli-NP modificados, tanto com colistina como com polimixina
B, obteve-se um coeficiente Kappa de concordancia quase perfeita, assim como foi observado
quando comparado os dois métodos Poli-NP modificados (colistina e polimixina B), cujo

coeficiente de concordancia Kappa foi de 0,92 (Quadro 1).

Quadro 1 — Valores de coeficiente de concordancia Kappa entre os métodos testados

METODOS TESTADOS CONCORDANCIA KAPPA (951C)
Poli-NP original
X 0,8574 (0,768 - 0,946)
Poli-NP modificado (colistina)
Poli-NP original
X 0,8705 (0,784 - 0,957)

Poli-NP modificado (Polimixina B)

Poli-NP modificado (Colistina)
X 0,9231 (0,857 - 0,989)
Poli-NP modificado (Polimixina B)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O coeficiente de concordancia Kappa também foi calculado por espécie bacteriana e 0s
resultados demonstaram maior concordancia, em comparacdo com a microdiluicdo em caldo,
para os isolados de K. pneumoniae (Poli-NP original = 0,7597 (951C = 0,612 — 0,907); Poli-NP
modificado colistina = 0,7868 (951C = 0,647 — 0,926); e Poli-NP modificado polimixina B =
0,7067 (951C = 0,547 — 0,867) e E. cloacae (0,7634 (951C = 0.446 — 1) para todos os testes),
enquanto para os isolados de E. coli a concordancia foi substancial para o teste Poli-NP original
e moderada para o teste Poli-NP modificado. As demais espécies obtiveram concordancias

moderada (Poli-NP original) a razoavel (Poli-NP modificado).
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6 DISCUSSAO

As infecgdes causadas por bactérias gram-negativas MDR sdo cada vez mais
preocupantes, devido a limitacdo terapéutica e consequente aumento das taxas de resisténcia as
polimixinas, que sdo utilizadas como uma das Gltimas opcGes de tratamento (LI et al., 2019).

A microdiluicdo em caldo é o método de referéncia para a determinacdo a CIM para
polimixinas, porém é uma técnica laboriosa, custosa e demorada. Portanto, faz-se necessario o
desenvolvimento de métodos rapidos, simples e seguros para detectar a resisténcia a polimixina
(DALMOLIN, 20186).

Nordmann et al. (2016) desenvolveram o teste rapido de polimixina NP, que consiste
em detectar resisténcia a polimixina em Enterobacterales, cujo resultado é obtido em até 4
horas, ou seja, pelo menos 16 h mais cedo que o método de microdiluicdo em caldo, sendo uma
grande vantagem em relacdo ao método de referéncia.

Estudos recentes ja avaliaram adaptacfes no teste Poli-NP para ser utilizado para
bactérias com outras vias metabolicas, como as gram-negativas ndo fermentadoras. Um total de
21 isolados de Acinetobacter baumannii e 17 de Pseudomonas aeruginosa foram incluidos para
avaliar o desempenho deste teste, e os resultados demonstraram uma identificacdo correta de
todos os isolados sensiveis e resistentes, em comparacdo com a microdiluicdo em caldo,
resultando em uma especificidade e uma sensibilidade de 100% (LESCAT et al., 2018).

O teste Poli-NP ¢ de facil execucdo, rapido, sensivel e especifico. Ele detecta isolados
sensiveis e resistentes a polimixina de qualquer espécie de Enterobacterales,
independentemente do mecanismo de resisténcia apresentado, a partir de culturas bacterianas
de amostras infectadas ou de meios seletivos (NORDMANN et al., 2016).

A sensibilidade e especificidade do teste rapido de polimixina NP original foram altas
(93% e 89%, respectivamente), mostrando ser uma técnica Util para a triagem de primeira etapa
da resisténcia a polimixina. Esse teste € tdo confidvel quanto a microdiluicdo em caldo, mas
com a vantagem de ser menos trabalhoso. No entanto, mesmo sendo menos custosa que 0
método de referéncia, a utilizacdo do sulfato de polimixina pode ser uma limitacdo na
aplicabilidade do teste na rotina laboratorial, principalmente em pequenos laboratérios, devido
a falta de recursos e dificuldade na aquisdo do antimicrobiano. Portanto, a substituicdo do sal
pelos discos de polimixinas no teste poli-NP € ainda mais aplicavel na triagem da determinacéo
do perfil de sensibilidade da bactéria, visando a definicdo de um antibioticoterapia mais

eficiente e segura para o paciente.
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A concordancia categorica entre 0s métodos de triagem e o método padrao é essencial
para determinar a aplicabilidade de método de triagem. A partir dos valores de Kappa
calculados entre os testes, observou-se que a concordancia foi melhor para o teste Poli-NP
original do que para o teste poli-NP modificado, quando comparado ao método de referéncia.
Ainda assim, ambos apresentaram uma concordancia significativa.

Quando comparado o método poli-NP modificado com o teste original, observou-se
uma concordancia quase perfeita, bem como observado quando comparado o método
modificado para as diferentes polimixinas. Portanto, apesar de haver pequenas diferencas entre
os testes Poli-NP modificado com polimixina B e o Poli-NP modificado com colistina, a
concordancia foi altamente significativa. Além disso, muitos autores ja relataram sobre a
existéncia de diferengas entre colistina e polimixina B, principalmente entre as CIMs, que
apesar de muito semelhantes, ndo séo idénticas (CHEW et al., 2017; CIELO et al., 2020).

Os resultados de VME e ME observados em ambos 0s testes significam que a grande
maioria dos isolados considerados resistentes pelos meétodos testados sdo verdadeiramente
resistentes, sendo aplicaveis para triagem de resisténcia. Por outro lado, resultados considerados
suscetiveis ndo sao confidveis e precisam ser validados pelo método de referéncia.

O teste poli-NP modificado foi realizado com trés concentracGes diferentes, conforme
descrito por Dalmolin et al. (2016), porém considerando o ponte de corte de sensibilidade
preconizado pelo BrCAST, que é de 2 ug/mL, o teste pode ser realizado apenas nesta
concentracdo, tornando o método ainda mais pratico e rapido. Outro ponto positivo € alta
estabilidade da solucédo inidicadora poli-NP, a qual pode ser armazenada por até um ano a -
20°C, possibilitando que uma grande quantidade dessa solucdo seja produzida em maiores
intervalos de tempo, viabilizando ainda mais o teste na rotina laboratorial.

Uma limitacdo observada neste estudo € que o teste rapido de polimixina NP envolve
uma mudanca de cor laranja para amarelo, que é instantaneamente aparente para bactérias
resistentes, mas para organismos com baixo nivel de resisténcia a interpretacdo pode exigir mais
atencéo.

Em resumo, ainda que sejam necessarios estudos em maior escala para avaliar a
confiabilidade do desempenho do teste Poli-NP modificado, esse método pode ser utilizado
para identificar rapidamente portadores de isolados resistentes a polimixina, levando a rapida

implementacdo da terapia a fim de controlar sua disseminacéo.
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7 CONCLUSAO

Os testes realizados neste estudo mostraram uma boa concordancia, indicando que o
teste Poli-NP modificado é um método colorimétrico que pode ser facilmente implementado
em um laboratério de microbiologia de rotina, como teste de triagem inicial, a fim de detectar
a resisténcia a polimixina da grande maioria dos isolados de Enterobacterales, sendo um
método de preparo rapido e simples, com insumos de baixo custo e resposta 6tima em 4 horas.

Apesar de ser necessario o desenvolvimento de mais estudos, a fim de aperfeicoar o
teste e diminuir os erros, principamente em relacdo aos casos de falsa-sensibilidade, este estudo
possibilitou avaliar o uso de novos métodos de deteccdo de resisténcia a polimixina, resultando
em uma melhor performance laboratorial, com uma 6tima concordéncia, e 0 mais importante,
exigindo materiais ja disponiveis nos laboratorios, assim como um curto tempo de preparo
associado a uma facil execucédo, tendo como ponto crucial seu potencial de resposta em um
curto periodo de tempo em relacdo ao método de referéncia.

Por fim, a aplicabilidade do teste Poli-NP modificado em uma rotina microbioldgica
permite a possibilidade de uma triagem eficaz, reduzindo o tempo e o trabalho ao realizar a
microdiluicdo em caldo, além de antecipar a tomada de decis@o para a imposi¢cdo da terapia,
favorecendo o paciente, visto que o tempo € um critério extremamente importante para um

melhor progndstico.
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APENDICE A - TABELA COM RESULTADOS OBTIDOS

Tabela 4 - Resultados obtidos na microdiluicdo em caldo e nos testes Poli-NP original e Poli-
NP modificado para as 147 bactérias testadas

Interpretacdo dos resultados (R/S)

Isolados MIC Microdiluicéo Poli-NP Poli-NP Poli-NP
(Mg/mL) em caldo Original Modificado Modificado
Colistina Polimixina B

K. pneumoniae 0,5 S S S S
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae > 32 R R R R
E. coli 0,125 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae 0,25 S S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae 0,25 S S R R
E. coli < 0,006 S S S S
K. pneumoniae > 32 R S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae 16 R S R R
K. pneumoniae 0,125 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
K. pneumoniae 0,125 S S S S
K. pneumoniae 0,125 S S S S
K. pneumoniae > 32 R R R R
E. cloacae 0,125 S S S S
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae 16 R R R R
K. pneumoniae 0,25 S S S S
K. pneumoniae 0,25 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
K. pneumoniae 0,125 S S S S
Klebsiella oxytoca 0,125 S S R R
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae 0,125 S S S S
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K. pneumoniae 0,5 S S S S
E. coli 0,5 S S S S

E. coli 0,125 S S S S

E. cloacae 0,125 S S S S

E. coli 0,125 S S S S

K. pneumoniae 0,125 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S

E. coli 0,125 S S S S

K. pneumoniae 0,125 S S S S
Citrobacter freundi 0,125 S S R S
E. coli < 0,006 S S S S
Citrobacter freundi 0,125 S S R S
K. pneumoniae 0,125 S R R R
E. aerogenes 0,25 S S S S

E. aerogenes 16 R R R R

K. pneumoniae < 0,06 S S S S
K. pneumoniae 0,25 S S S S
E. coli 0,25 S S S S

K. pneumoniae 32 R R R R
K. pneumoniae 32 R R R R
E. coli 0,25 S S S S

K. pneumoniae 32 R R R R
K. pneumoniae 0,12 S S S S
Citrobacter youngae 0,5 S S S S
K. pneumoniae 0,25 S R R R
K. pneumoniae 32 R R R S
E. coli < 0,06 S S S S

E. cloacae 0,12 S S S S

K. pneumoniae <0,06 S S S S
Citrobacter freundi < 0,06 S S S S
E. coli < 0,06 S S S S

K. pneumoniae 0,125 S S R R
E. cloacae 0,125 S S S S

E. coli < 0,006 S S S S

K. pneumoniae 0,125 S S S S
Citrobacter spp. < 0,06 S S S S
K. oxytoca > 32 R S S S

E. coli < 0,006 S S R R

K. pneumoniae 0,125 S S S S
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K. pneumoniae 0,125 S R R R
Citrobacter amalonaticus 0,25 S S S S
E. coli 0,125 S S S S
Citrobacter freundi 0,125 S S S S
K. pneumoniae 0,125 S S S S
K. pneumoniae 0,25 S S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae 32 R R R R
K. pneumoniae 32 R R R R
E. cloacae 0,25 S S S S

K. pneumoniae < 0,006 S S S R
K. pneumoniae > 32 R R R R
E. amnigenus sp. > 32 R R R R
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae 32 R R R R
E. coli 0,125 S S S S

E. coli < 0,006 S S S S
Citrobacter freundi < 0,006 S S S S
K. pneumoniae 32 R R R R
E. coli 0,125 S S S S

K. pneumoniae > 32 R R R R
E. cloacae 16 R R R R

K. pneumoniae < 0,06 S S S S
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae 16 R R R R
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae > 32 R R R R
E. cloacae 16 R R R R

E. cloacae 0,25 S S S S

E. coli 32 R R R R

E. cloacae 32 R R R R

E. cloacae 0,125 S S S S
Citrobacter spp. 0,25 S S S S
E. cloacae 8 R S S S

E. cloacae <0,006 S S S S

K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae > 32 R R R R
E. coli 8 R S S S

E. aerogenes > 32 R S S S
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K. pneumoniae 0,125 S S S S
K. pneumoniae >32 R S S S
K. pneumoniae 32 R R R R
E. cloacae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae 32 R R R R
K. ozaenae 0,125 S S S S
K. pneumoniae 0,125 S S S S
E. cloacae 0,25 S S S S
Klebsiella spp. < 0,006 S S S S
E. coli < 0,006 S S S S

K. pneumoniae 32 R R R R
E. cloacae 0,25 S S S S
E. aerogenes 8 R S S S
K. pneumoniae > 32 R R R R
E. cloacae 0,125 S S S S
E. aerogenes 2 S S S S
E. cloacae 32 R S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
E. coli 0,125 S S S S

E. cloacae 0,125 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
E. cloacae 0,5 S S S S
E. cloacae 0,25 S S S S
E. cloacae 0,125 S S S S
E. cloacae 32 R R R R
E. cloacae 0,25 S S S S
E. coli < 0,006 S S S S

K. pneumoniae > 32 R S R R
K. pneumoniae < 0,006 S S S S
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae > 32 R R R R
K. pneumoniae 32 R R R R
K. pneumoniae > 32 R S R S
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K. pneumoniae

> 32
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