o\

) 29° Encontro Anual de Iniciag&o Cientifica 29°EAC 29 a31 de outubro de 2020
9° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica JUnior 9oE A Cr

\"“ /
DETECCAO DE RESISTENCIA A POLIMIXINA B EM
ENTEROBACTERIACEAE EMPREGANDO TESTE SIMPLIFICADO

(POLYMYXIN DROP TEST)

Renata Zacanini Milani (PIBIC/FA), Pedro H. Rodrigues do Amaral, Amanda
Dias Pedro, Jodo Paulo S. Pasquini, Katiany Rizzieri Caleffi Ferracioli, Vera
Lucia Dias Siqueira (Orientador), e-mail: vidsiqueira@gmail.com

Universidade Estadual de Maringa/Centro Ciéncias da Saude/Maringa, PR.

Area: Ciéncias Bioldgicas
Subarea: Microbiologia

Palavras-chave: polimixina, carbapenémicos, Enterobacteriaceae

Resumo:

O padrao ouro para teste de sensibilidade as polimixinas é a técnica de
microdiluicdo em caldo. Entretanto, esse método é trabalhoso e dispendioso
para muitos laboratérios de rotina. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
a sensibilidade a polimixina B (PMB) em Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos (ERC) empregando o teste simplificado polymyxin drop
(PD) teste. Foram testados isolados clinicos de ERC sensiveis e resistentes
a PMB. A metodologia de microdiluicio em caldo foi empregada como
meétodo de referéncia para determinacdo das concentracdes inibitorias
minimas (CIM). O PD teste foi realizado aplicando 10 ul de solucdo de PMB
(16 pg/ml) sobre a superficie de uma placa de Muller Hinton agar semeada
com inéculo de aproximadamente 1,5 x 10° unidades formadoras de
colénias por mililitro do isolado bacteriano. Trinta e trés isolados clinicos de
ERC foram testados, incluindo vinte e sete Klebsiella pneumoniae, um K.
oxytoca, um Proteus mirabilis e quatro Escherichia coli. O resultado do PD
teste foi concordante com o método de referéncia em 32 dos isolados
testados (CC = 97%). Um isolado de K. pneumoniae com CIM da PMB =1
pg/ml e, portanto, categorizado como sensivel pelo método de referéncia
(BrCAST, S < 2 > R), foi definido como resistente pelo PD teste. Assim, com
alta sensibilidade e especificidade (100% e 96%, respectivamente) o PD
pode representar um teste simplificado e de baixo custo para a rotina
laboratorial de determinacéo da sensibilidade a PMB.

Introducgao

O padréo ouro preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) para testes de sensibilidade as polimixinas (PMB e colistina)
€ a microdiluicio em caldo (CLSI, 2020). Entretanto, esse método é
trabalhoso e dispendioso, tendo assim algumas limitacbes para ser
implantado na rotina laboratorial. Dessa forma, é necessario buscar métodos
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viaveis para o uso em laboratérios de rotina.

Pasteran et al. (2020) avaliaram um colistin drop test, com solucéo de
colistina preparada em diferentes concentragdes, inclusive com solugoes
obtidas por eluicdo de discos de colistina. Os autores observaram que a
concentragcdo de 16 pg/ml apresentou os melhores resultados em diversas
espécies de bacilos Gram-negativos multirresistentes. Um teste semelhante
empregando solucdo preparada a partir de discos contendo PMB também
trouxe resultados promissores como teste de sensibilidade a este
antimicrobiano em bacilos Gram-negativos resistentes aos carbapenémicos
(CARDOZO et al., 2018). Desta forma, o projeto executado teve como
objetivo avaliar a sensibilidade a PMB em isolados clinicos de ERC,
empregando um teste simplificado, o polymyxin drop (PD) teste, tendo como
referéncia a metodologia de microdiluicdo em caldo.

Materiais e métodos

Foram selecionadas ERCs sensiveis e resistentes a PMB,
provenientes de uma colecdo depositada na bacterioteca do Laboratorio de
Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas da Universidade Estadual de
Maringad. As concentracfes inibitdrias minimas (CIM) da PMB foram
determinadas pelo método da microdiluicdo em caldo usando Muller Hinton
Broth com ajuste de cations (CAMHB, Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA)
segundo recomendacédo do CLSI (CLSI, 2020). Escherichia coli ATCC 25922
foi testada como controle. A interpretacdo do perfil de sensibilidade a PMB
foi de acordo com os pontos de corte (sensivel < 2 pug/mL; resistente > 2
pMg/mL) estabelecidos pelo BrCAST (2020). A solucédo para o PD teste foi
preparada diluindo dois discos comerciais de PMB de 300 Ul (30 pg) em
3,75 ml de CAMHB, para a obtencédo de uma concentracédo de 16 yg/mL. O
inéculo bacteriano foi preparado na concentracdo aproximada de 1,5 x 10°
UFC/ml (escala 0,5 de Mc Farland), semeado em uma placa de Muller
Hinton Agar (MHA, Difco Laboratories, Sparks, MD, EUA). Antes da
incubacédo, adicionou-se uma gota de 10 yL sobre o inéculo bacteriano.
Posteriormente, foi verificado se houve ou ndo um halo de inibicdo de
crescimento, sendo que a formacdo do halo de inibicAo determinou a
sensibilidade do isolado testado a PMB.

Os dados foram analisados pela concordancia categorica (CC), que
representou a taxa de isolados bacterianos agrupados na mesma categoria
de sensibilidade pelo DP teste e microdiluicdo em caldo (método referéncia).
Também foram calculados a sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN).

Resultados e Discussao

O PD teste foi realizado com trinta e trés isolados clinicos de ERC,
incluindo vinte e sete Klebsiella pneumoniae, um K. oxytoca, um Proteus
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mirabilis e quatro Escherichia coli. PD teste mostrou resultado concordante
com o método de referéncia em 32 dos isolados testados (CC = 97%).
Houve discordancia em apenas um isolado de K. pneumoniae, para o qual a
CIM da PMB foi 1 pg/ml, o que categorizou este isolado como sensivel a
este antimicrobiano, enquanto o PD teste o caracterizou como resistente
(Tabela 1). PD teste apresentou sensibilidade igual a 100%, especificidade =
96%, VPP = 83% e VPN = 100% (Tabela 2).

Tabela 1: Concentracdo inibitéria minima (CIM) e teste da gota para determinacdo da
susceptibilidade a polimixina B em isolados clinicos de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos (ERC)

ERC CIM da polimixina
Espécie bacteriana (ug/ml) Drop test

13105850 Klebsiella pneumoniae 128 R
12238872 Klebsiella pneumoniae 64 R
13248154 Klebsiella pneumoniae 16 R
13443437 Klebsiella pneumoniae 32 R
13132946 Klebsiella pneumoniae <0,12 S
13089293 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13179004 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13290142 Klebsiella pneumoniae 05 S
13132962 Klebsiella pneumoniae <0,125 S
13308424 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13292617 Klebsiella pneumoniae 05 S
13292781 Klebsiella pneumoniae 05 S
13290053 Klebsiella pneumoniae 05 S
13301870 Klebsiella pneumoniae 05 S
13129643 Klebsiella pneumoniae <0,25 S
1308385 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13078321 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13104730 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13101625 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13097784 Klebsiella pneumoniae <0,12 S
13443453 Klebsiella pneumoniae 05 S
13441345 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13452428 Klebsiella pneumoniae 0,25 S
13474685 Klebsiella pneumoniae 1 R
13440403 Klebsiella pneumoniae 05 S
13384651 Klebsiella pneumoniae 05 S
13499963 Klebsiella pneumoniae 05 S
13301845 Klebsiella oxytoca 05 S
13472887 Proteus mirabilis >500 R
13499947 Escherichia coli <05 S
13499890 Escherichia coli 1 S
13499963 Escherichia coli 05 S
13526103 Escherichia coli 05 S

R: resistente; S: sensivel
Para as CIMs: considerando pontes de corte do BrCAST 2020 — sensivel: CIM < 2 yg/mL; resistente > 2 yg/mL).
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Tabela 2: Classificacdo e quantidade dos dados obtidos para calculos de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN).

Condicao Total
Verdadeiros positivos CIM > 2 pg/ml 5(A)
Verdadeiros negativos CIM <2 pg/ml 28 (D)
Falsos positivos Droptest ReCIM S 1(B)
Falsos negativos Droptest SeCIM R 0(C

Sensibilidade: A/(A+C) = 5/5 (100%); Especificidade: D/(B+D) = 28/29 (96%); VPP: A/(A+B) = 5/6 (83%);
VPN: D/(C+D) = 28/28 (100%);

Considerando que ERC tém sido frequentemente isoladas como
agentes de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude e tem aumentado o
uso de PMB (SHEU et al., 2019), a correta determinacdo da sensibilidade a
estes antimicrobianos pode contribuir para diminuir a disseminagdo de
isolados de ERC PMB resistentes.

Conclusodes

Os resultados obtidos neste trabalho trazem o DP teste como uma
promissora opcao, simples e de baixo custo para deteccdo da resisténcia a
PMB em isolados de ERC.
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