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RESUMO

Rocha, D. A. C.. Métodos rapidos para avaliacdo da susceptibilidade
antimicrobiana em bacilos Gram negativos [Tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao

Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas; 2019.

Introducgao. Bacilos Gram negativos sao importantes agentes de infec¢des graves,
particularmente no ambiente hospitalar. Nos ultimos anos tem havido um numero
crescente de infecgbes por isolados produtores de carbapenemases, o que limita as
opgdes de tratamento. Infecgcbes por microrganismos multi-resistentes estao
relacionados a taxas de mortalidade mais elevadas e a rapidez no diagnéstico e a
terapia empirica combinada podem reduzir as taxas de mortalidade. A espectrometria
de massas (MS) trouxe um grande ganho de tempo na identificagdo microbiana, mas
os testes de sensibilidade a antibidticos (TSA), que fornecem resultados fidedignos e
em uso na rotina clinica demandam 16 a 20 horas de incubag¢do. O uso combinado da
MS e métodos rapidos de TSA permitiria reduzir o tempo do ajuste terapéutico,
potencialmente reduzindo a mortalidade. Ha na literatura a descricdo de novos
métodos para TSA rapidos, mas a maioria ndo esta comercialmente disponivel. Dentre
eles, a citometria de fluxo (CF) e métodos baseados em condutividade elétrica (CE)
potencialmente atendem a demanda.

Materiais e métodos. A determinagcao da concentracao inibitéria minima (CIM) por
microdiluicdo em caldo (MC) com leitura visual (18h) foi considerada o padrao ouro. A
determinagao das CIMs por CF foi realizada apés 120 min de incubagao a 37°C,
marcacgao com indicadores celulares, contagem celular padronizada com microesferas
e algoritmo em linguagem R para analise de varios arquivos citométricos
simultaneamente. A avaliagdo da sensibilidade foi realizada para polimixina B (PB),
amicacina (AMI) e meropenem (MEM). Para padronizacdo do método de CIM foram
utilizadas as cepas Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, E. coli 3313 produtora de MCR-1, Klebsiella pneumoniae BAA-1705 produtora
de KPC, K. pneumoniae J9243971 e Proteus mirabilis J9103900, além de 51
concentrados bacterianos provenientes de hemoculturas positivas para diferentes
espécies. Além das concentracbes convencionais, foram realizados testes com
concentracdes elevadas de PB e leitura apds 15 min de incubacao. As aquisicoes
obtidas na presencga de PB foram comparadas com aquelas obtidas sem exposicao.
O teste rapido por CE foi feito inicialmente padronizado com as cepas E. coli 3313 e
P. mirabilis J9103900. Trés tubos foram preparados: um com suspensao bacteriana,
o segundo com suspensao submetida a sonicagdo e o terceiro com suspensao
bacteriana exposta a PB. A seguir os trés tubos foram analisados por CE.
Resultados e discussao. Para a determinag¢ao da CIM por CF houve concordancia
essencial e categorica de 94,12% para AMI, concordancia essencial de 94,12% e
categorica de 98,04% para MEM e concordancia essencial de 94,12% e categodrica de
100% para PB quando comparadas com a CIM nao automatizada, dessa forma houve
apenas 5,88% de erros menores para AMI e 1,96% para MEM. A analise por CE
permitiu diferenciar bactérias integras daquelas lisadas, entretanto, os ensaios
contendo apenas solugao de sulfato de polimixina B ou sulfato de sédio nao foram
reprodutiveis.

Conclusées. Os resultados da determinacao da CIM por CF indicam étima correlagao
(>94%) com MC para PB, AMI e MEM. Os ensaios com CE permitiram diferenciar



células integras de células lisadas, mas ha necessidade de modificacdo do dispositivo
de medicao.

Palavras-chave: Citometria de fluxo. Condutividade elétrica. Resisténcia microbiana
a drogas. Teste de sensibilidade microbiana. Métodos rapidos.



ABSTRACT

Rocha, D. A. C.. Fast methods for antimicrobial susceptibility assessment in
Gram-negative bacilli. Doctoral Thesis. School of Pharmacy, University of Sdo Paulo,
Séao Paulo, 2019.

Introduction. Gram-negative bacilli are important agents of serious infections,
particularly in the hospital setting. In recent years there have been a growing number
of infections by carbapenemase-producing isolates, which limits treatment options.
Multi-resistant microorganism infections are related to higher mortality rates and rapid
diagnosis and combined empirical therapy may reduce mortality rates. Mass
spectrometry (MS) has brought a great deal of time for microbial identification, but
antibiotic susceptibility testing (AST), which provides reliable results and in routine
clinical use, requires 16 to 20 hours of incubation. The combined use of MS and fast
AST methods would reduce the time to therapeutic adjustment, potentially reducing
mortality. New methods for fast AST are described in the literature, but most are not
commercially available. Among them, flow cytometry (FC) and methods based on
electrical conductivity (EC) potentially meet the demand.

Materials and methods. The determination of the minimum inhibitory concentration
(MIC) by broth dilution (BD) with visual reading (18h) was considered the gold
standard. The determination of MICs by FC was performed after 120 min of incubation
at 37°C, marking with cellular indicators, standardized cellular counting with beads and
R language algorithm for analysis of several cytometric files simultaneously. Sensitivity
evaluation was performed for polymyxin B (PB), amikacin (AMI) and meropenem
(MEM). For standardization of the MIC method, the strains Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, MCR-1 producer E. coli 3313, KPC
producer Klebsiella pneumoniae BAA-1705, K. pneumoniae J9243971, Proteus
mirabilis J9103900 and 51 bacterial concentrates from positive blood cultures for
different species were used. In addition to conventional concentrations, tests with high
concentrations of PB and reading after 15 min of incubation were performed.
Acquisitions obtained in the presence of PB were compared with those obtained
without exposure.

The fast EC test was initially standardized with E. coli 3313 and P. mirabilis J9103900
strains. Three tubes were prepared: one with bacterial suspension, the second with
sonication suspension and the third with bacterial suspension exposed to PB. Then
the three tubes were analyzed by EC.

Results and discussion. The determination of MIC by FC there was an essential
agreement and categorical agreement of 94.12% for AMI, essential agreement of
94.12% and categorical agreement of 98.04% for MEM and essential agreement of
94.12% and categorical agreement of 100% for PB when compared to non-automated
MIC, thus there were only 5.88% of minor errors for AMI and 1.96% for MEM. The
analysis by EC allowed to differentiate intact bacteria from those lysed, however, the
assays containing only polymyxin B sulfate solution or sodium sulfate were not
reproducible.

Conclusions. The results of the MIC determination by FC indicate an excellent
correlation (> 94%) with BD for PB, AMI, and MEM. The EC assays allowed
differentiating intact cells from lysed cells, but there is a need for modification of the
measuring device.

Keywords: Flow cytometry. Electric conductivity. Microbial drug resistance. Microbial
Sensitivity Test. Fast methods.
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1 INTRODUGAO

O grupo de bactérias Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanniii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp.
sao frequentemente isolados de casos de infecgdes nosocomiais, e sdo geralmente
resistentes a maioria absoluta dos antimicrobianos comercialmente disponiveis. Por
isso sao referenciados com a sigla ESKAPE, pois conseguem “escapar” da agao dos
antimicrobianos. A dificuldade no tratamento das infecgbes causadas por este grupo
de microrganismos se reflete em altas taxas de morbidade e mortalidade (EL-
MAHALLAWY et al.,, 2016; FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2017). Klebsiella
pneumoniae € um dos patégenos mais importantes do grupo ESKAPE por sua maior
frequéncia em relacao aos demais, grande diversidade de mecanismos de resisténcia
e capacidade de disseminagcdo de novos mecanismos de resisténcia (SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016).

As infecgdes mais importantes causadas por K. pneumoniae sao bacteremias
(12,3%), pneumonias (10,2%), meningites e infeccbes de pele e tecidos moles
(10,4%) (COQUE et al., 2002; GALES et al., 2012; RAMIREZ et al., 2014; WOLOJ
et al., 1986).

A alta taxa de colonizagado de pacientes com K. pneumoniae produtora de
carbapenemases (KpPC) tem se tornado um problema epidemioldgico e clinico, pois
podem causar infeccdo e se disseminar em ambiente hospitalar causando surtos, e
alguns paises ja consideram esse microrganismo endémico (TUMBARELLO et al.,
2015). Esses microrganismos inativam quase todos os B-lactamicos disponiveis para
uso clinico e usualmente apresentam resisténcia concomitante a antimicrobianos
importantes na pratica médica, a exemplo de fluoroquinolonas e aminoglicosideos
(DAIKOS et al., 2014). Os antibiéticos mais ativos séo a colistina e tigeciclina; contudo
alguns trabalhos indicam aumento na taxa de resisténcia para esses antimicrobianos,
o que dificulta muito o tratamento dos pacientes infectados (DAIKOS et al., 2014).
Mais recentemente foi introduzida na pratica clinica a associagdo ceftazidima-
avibactam, que tem acao adequada contra a maioria dos isolados produtores de KPC,
mas nao contra aqueles produtores de metalo-betalactamases e algumas variantes
de KPC, a exemplo de KPC-3, KPC-23 e KPC-31(ANTONELLI et al., 2019; GAIBANI
et al., 2018; GALANI et al., 2019; HAIDAR et al., 2017; LIVERMORE et al., 2015;
SHIRLEY, 2018).
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Infecgbes graves causadas por KpPC apresentam alta taxa de mortalidade
meédia quando comparadas com K. pneumoniae nao produtoras de carbapenemases,
de até 32,1% contra 9,9%, respectivamente (GASINK et al., 2009).

A taxa de mortalidade associada a KpPC varia de 22 a 78%, dependendo da
doenca de base e idade da populacédo estudada, além disso esta associada a maior
taxa de mortalidade relacionada com infegdes no ambiente hospitalar
(TUMBARELLO; LOSITO; GIAMARELLOU, 2018; TUMBARELLO et al., 2015). O
maior desafio no tratamento de infecgbes por KpPC ¢é a escolha adequada do melhor
tratamento. Estudos recentes sugerem regimes com dois ou mais antimicrobianos. A
taxa de mortalidade é de 44,4% quando o tratamento € monoterapico, enquanto a taxa
de mortalidade € de 27,2% quando o tratamento € combinado (DAIKOS et al., 2014,
TUMBARELLO et al., 2018; TUMBARELLO et al., 2015). Daikos e colaboradores
(2014) descrevem que a taxa de mortalidade utilizando carbapenémicos em terapia
combinada é de 19,9%, indicando um efeito sinérgico e que a monoterapia com
colistina ou aminoglicosideos € menos efetiva (DAIKOS et al., 2014).

A redugao no tempo para o diagnéstico de infecgdes, identificacdo do agente
infeccioso e tratamento do paciente, principalmente aqueles com infecgoes sistémicas
e causadas por microrganismos resistentes, € fundamental para a diminuicdo da
mortalidade e do tempo de permanéncia do paciente no hospital (BARENFANGER;
DRAKE; KACICH, 1999; CHANDRASEKARAN et al., 2018; CHOI et al., 2017;
DOERN et al., 1994; INGLIS; EKELUND, 2019; MACHEN; DRAKE; WANG, 2014;
PEREZ et al., 2013; TRENHOLME et al., 1989). Com a introdu¢ao da tecnologia de
espectrometria de massas MALDI-ToF MS (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization —Time of Flight Mass Spectrometry) na rotina laboratorial de microbiologia
clinica, é possivel a identificagdo de bactérias a nivel de género ou espécie em alguns
minutos, desde que haja uma massa bacteriana minima (PEREZ et al., 2013).

Para a determinacdo da sensibilidade antimicrobiana, de bactérias em
laboratdrios clinicos, atualmente sao utilizados métodos tradicionais a exemplo da
disco-difusao, microdiluigdo em caldo e gradiente em fita ou sistemas automatizados
como Vitek2, Microscan e Phoenix. Existem varias metodologias publicadas que sdo
capazes de reduzir o tempo de analise quando comparado com os métodos
tradicionais e automatizados, a exemplo de citometria de fluxo, medidas de
condutividade elétrica, espectrometria de massas, microscopia em tempo real, e

métodos baseados em amplificacdo de DNA (Tabela 1). No entanto, essas
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metodologias precisam de validagdo e comparacdo com os métodos tradicionais,

principalmente os que sdo baseados em concentracdo inibitéria minima para garantir

a seguranca do resultado e interpretacédo pelos pontos de corte preconizados pelo
EUCAST ou CLSI (JORGENSEN, J. H.; FERRARO, 2009) (VAN BELKUM; DUNNE,

2013).

Tabela 1 - Caracteristicas dos principais métodos utilizados para determinacado de

sensibilidade ou resisténcia bacteriana

Método

Principio do método

Inéculo
>10°
Células

PC ou
CD

Custo

Manual ou
automatico

CIM

Tempo
para

Real? resultado

(horas)

Diluicdo em agar

Testes
automatizados
(Vitek, Phoenix,
Microscan)
Microdiluicdo em
caldo

Agar
Cromogénico

Disco difusao

Fita gradiente

PCR

Microscopia em
tempo real

Citometria de
fluxo

Inibicdo do
crescimento em meio
solido com
antibidticos
Monitoramento do
crescimento ou
conversao do
substrato utilizando
sistema optico
Inibicao de
crescimento em meio
liquido acrescido de
antibidticos
Conversao
metabdlica de
compostos
cromogénicos
presentes no meio
Medida de inibi¢cao de
crescimento em torno
de disco contendo
antibidtico

Medida de inibi¢cao de
crescimento em torno
de fita contendo
gradiente de
concentragéo de
antibidtico
Amplificacdo de DNA

Registro de diviséo
bacteriana (em nivel
celular) em tempo
real

Medidas de tamanho,
complexidade e
marcacgao de células
viaveis e inviaveis.

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

CD

CD

CD

CD

CD

CD

CD

CD

CD/PC

Baixo

Baixo

Baixo

NC

Manual

Automatico

Manual e
Automatico

Manual

Manual e
Automatico

Manual e
Automatico

Manual e
Automatico

Manual

Automatico

Sim

Sim/

Nao

Sim/
Nao

Sim/

Nao

Sim

Nao

Sim/
Nao

>10

>10

>10

>10

>10

<1

<1

<5

Continua
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Inoculo e o, Manualou CIM  parm
Método Principio do método > 105 Custo c g P
. CD automatico Real? resultado
Células
(horas)
MALDI-ToF MS  Detecgao de
producéao de
proteinas e produtos Sim PC Automatico Nao <5
de degradagéo de
antibiéticos
Microfluidos Monitoramento de
crescimento ou
conversdo de Ndo  PC NC Automatico > <5
substrato em meio Nao
liguido na escala de
nanolitros

Sequenciamento Sequenciamento de
de nova geragao DNA gendmico

Medidas de Monitoramento de

impedancia caracteristicas
elétricas da
suspensao contendo
células expostas a
antibioticos

Nao CD/PC Alto Automatico Nao >10

Sim PC NC Automatico Nao <5

CD - Comercialmente disponivel; PC — Prova de conceito; NC — Nao conhecido; | — Intermediario.
Adaptado de (VAN BELKUM; DUNNE, 2013).

1.1 Métodos tradicionais para determinar sensibilidade a antimicrobianos

O método de microdiluicdo em caldo se baseia na dilui¢gao seriada do antibiético
em caldo Mueller Hinton, de forma que varias concentragdes do antibidtico sao
testadas na placa. Apés o preparo das diluicbes, uma suspensao bacteriana com uma
concentragdo padronizada (1 a 5 x 10° UFC/mL) é inoculada. Em seguida a placa é
incubada por 16-20 horas a 35 £+ 1°C. Apo6s o periodo de incubacgdo, é possivel
visualizar uma massa bacteriana no fundo dos pog¢os nos quais a concentragcao do
antibiético nao foi capaz de inibir o crescimento. A concentragao inibitéria minima € o
primeiro pogo da diluigdo no qual ndo ha, visivelmente, crescimento bacteriano (Figura
1) (JORGENSEN, J. H.; FERRARO, 2009).

O método de disco-difusao é pratico, barato e bem padronizado. O teste é feito
inoculando uma suspenséo bacterina na concentragdo de aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL sobre a superficie de agar Mueller Hinton. A seguir, discos de papel de filtro
impregnados com concentragbes fixas de antimicrobianos sao posicionados na
superficie do agar. A placa é incubada por 16 a 20 horas a 35°+1°C. Os antibiéticos
presentes nos discos se difundem concentricamente no agar, formando um halo de

inibicdo de crescimento. O didmetro de cada halo é aferido e comparado com tabelas
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contendo os pontos de corte, sendo possivel categorizar o isolado como sensivel (S),
sensivel aumentando exposig¢do () ou resistente (R) para cada antibiético testado
(Figura1) (JORGENSEN, J. H.; FERRARO, 2009).

O teste com gradientes em fita é feito inoculando uma suspensdo com
concentragdo de aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL sobre a superficie de agar
Mueller Hinton e fitas, com uma escala em uma das faces e um gradiente de
antimicrobiano na outra, sdo aplicadas na superficie do agar. A placa € incubada por
16 a 20 horas a 35 + 1°C. A leitura do teste é feita na intersecao da elipse de inibigdo
com a fita, correspondendo a concentragcdo inibitéria minima (Figura 1)
(JORGENSEN, J. H.; FERRARO, 2009).

Figura 1 — Testes tradicionais para determinag&o da sensibilidade aos

antimicrobianos

32 16 & 4 2 1 05 025 0.12 0.06 0.03 CC

Disco-difusdo (superior esquerda), gradiente em fita (superior direita) e microdiluicdo em caldo (inferior),
utilizando polimixina B em Pseudomonas aeruginosa com concentragdes que variam de 32 a 0,03 mg/L
e controle de crescimento (CC) Adaptado de (JORGENSEN, J. H.; FERRARO, 2009).

1.2 Microscopia em tempo real

Atualmente ha disponivel comercialmente o dispositivo Accelerate® (exemplo
de analises de densidade Optica de crescimento e microscopia automatizada com
analise em tempo real), o qual pode identificar um isolado em até 90 minutos e o
antibiograma em aproximadamente 7 horas. E baseado em preparagao automatica da
amostra, no qual a identificagdo é realizada por FISH - Fluorescence In Situ

Hybridization e para o teste de sensibilidade, as células bacterianas sao imobilizadas
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entre duas laminas plasticas contendo diferentes concentragdes de antimicrobiano,
permitindo uma analise microscopica de cada célula, e consequentemente avaliacéo
do crescimento microbiano. A determinagédo da concentragéo inibitéria minima é feita
pela analise morfo-cinética da amostra, por microscopia de campo escuro das células
previamente imobilizadas (Figura 2) (PANCHOLI et al., 2018; PANTEL; MONIER;
LAVIGNE, 2018) (BURNHAM et al., 2014; FREDBORG et al., 2013) (CHOI et al.,
2013; CHOl et al., 2014; MOHAN et al., 2013; TANG et al., 2013).

Figura 2 — Aquisicbes do equipamento Accelerate — Analise morfo-cinética de

células

Teste de sensibilidade a antibiéticos por analise morfo-cinética. Isolados da esquerda: Escherichia coli
sensivel a piperacilina-tazobactam (CIM=2 mg/L). Figura superior tempo 0 e inferior apds incubagéo.
Isolados da direita: Escherichia coli resistente a ceftazidima (CIM=32 mg/L), figura superior tempo 0 e
inferior apds incubacéo. Retirado de (ACCELERATE DIAGNOSTICS, 2018).

1.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi primeiramente sugerida para utilizagao na
identificacdo de bactérias em 1975 por Anhalt e Fenselau (ANHALT; FENSELAU,
1975). Uma das maneiras desenvolvidas para a utilizacdo da espectrometria de
massas para testes de sensibilidade a antibiéticos se baseia na incorporacao

metabdlica de aminoacidos marcados com isétopos estaveis (SILAC — Stable Isotope
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Labelling by Amino Acids in Cell Culture). O microrganismo € cultivado em duas
condicoes diferentes: a primeira em meio convencional (com abundéancia de isétopos
naturais estaveis) sem antibiéticos; a segunda em meio de composi¢ao quimica
similar exceto pela presenga de uma forma isotopomérica de um aminoacido, como a
lisina (que pode ser marcada, por exemplo, com C'3 e N'5) e acrescido do antibidtico
testado. As duas culturas sdo combinadas e analisadas por espectrometria de
massas. A deteccdo de pares isotopoméricos (mais pesados) resultantes da
incorporacdo de aminoacidos pesados, decorrente de sintese proteica, indica a
proliferagdo do microrganismo na presenca do antibidtico, ou seja, a resisténcia
(Figura 3) (JUNG et al., 2014).

Figura 3 - Diferentes espectros gerados pelo método Maldi-TOF por SILAC

5150 5200 5250 5300 5350 5400
miz

(A) Espectro de Pseudomonas aeruginosa cultivada em meio de cultura com lisina nativa. (B) Espectro
de Pseudomonas aeruginosa cultivada em meio de cultura com lisina marcada com isétopos estaveis.
Notar duplo pico com lisina nativa e lisina marcada, Retirado de Jung (2014) (JUNG et al., 2014).

Outra aplicagdo da espectrometria de massas para o teste de sensibilidade a
antibidticos recentemente descrita € mais simples e resumidamente consiste em
realizar a leitura do método de microdiluicdo por espectrometria de massas. Um
volume de 6uL de cada pogo de um ensaio de microdiluicdo convencional, &
dispensado diretamente na target plate do espectrémetro de massas e imediatamente
apods a inoculacao é incubado por até seis horas, sendo entio realizada a aquisicao

no equipamento. No po¢o no qual ndo ha antibiético a bactéria ndo é inibida e ha a
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producao de proteinas de maneira exponencial, sendo possivel a identificacao da
bactéria; caso contrario, no po¢o que contém antibiotico, a depender da concentragao,
as bactérias sdo inibidas de maneira que a quantidade de proteinas se mantém
proxima ou a mesma do indculo inicial e abaixo do limite de detec¢éo do equipamento.
Cada concentracao é testada em triplicata. A auséncia de identificacdo da bactéria
pelo instrumento indica sensibilidade ao antibiético testado (IDELEVICH et al., 2018;
Ll et al., 2018).

1.4 Métodos baseados em amplificagdo de DNA

O sistema FilmArray € um kit comercialmente disponivel, baseado em dupla
PCR (Polymerase chain reaction), contém varios pares de iniciadores para
identificacao de patdgenos e alguns genes de resisténcia. O ensaio se baseia em duas
etapas de amplificacdo: a primeira reagdo amplifica em uma regido alvo e
sequencialmente o produto se movimenta em uma matriz que contém varios pocos,
cada um com um par de iniciadores (primers). Numa segunda etapa ocorre
amplificacdo de DNA individualizada por poco e alvos, na qual o fluorocromo
LCGreen® intercala com o DNA amplificado revelando os pogos com reagao positiva.
As reacdes sao realizadas em triplicata. Esse sistema pode detectar em 70 minutos
15 géneros e 11 espécies de bactérias, além de genes de resisténcia mecA, vanA/B
e blakrc (MARCH-ROSSELLO, 2017). Métodos moleculares baseados em PCR s&o
bastante confiaveis, e neste caso a sensibilidade estd entre 83 a 100% e
especificidade superior a 99% para os diferentes alvos. As amostras provenientes de
hemoculturas positivas podem ser utilizadas diretamente no kit. No entanto, métodos
moleculares, baseados em PCR s6 amplificam sequéncias previamente conhecidas,
nao avaliam expressao dos genes de resisténcia, porinas e bombas de efluxo, que
também resultam em resisténcia antimicrobiana. Além desse Kkit, existem outros
métodos moleculares baseados PCR multiplex in house (QUILES et al., 2015), bem
como microarray e sequenciamento; entretanto atualmente tém alto custo e o tempo
para obtencao de resultados supera o necessario para a realizagdo da microdiluicao,
que é o padrao ouro. Além disso, é necessaria mao de obra especializada para

analise.
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1.5 Testes rapidos para deteccao de isolados resistentes a carbapenémicos e
polimixinas

Ha também os testes rapidos de triagem para detecg¢ao de isolados resistentes
a carbapenémicos, polimixinas e aminoglicosideos. As carbapenemases inicialmente
hidrolisam o anel betalactdmico dos carbapenémicos e a seguir ocorre reagao de
descarboxilacédo, o que resulta na redugédo do pH do meio (Carba-NP e BlueCarba).
No caso das polimixinas ou aminoglicosideos, o teste se baseia em detectar isolados
que sdo resistentes e, portanto, mesmo apds a exposicado ao antibiético sdo capazes
de crescer e metabolizar a glicose, produzindo acido, apds 2 horas de incubacgao
(Rapid Polymyxin NP). Esses métodos permitem a deteccao rapida (até 2 horas) de
bactérias resistentes a altos niveis de antibiéticos; no entanto ndo sdo capazes de
fornecer a concentragdo inibitéria minima (NORDMANN; JAYOL,; POIREL, 2016;
NORDMANN; POIREL; DORTET, 2012; PIRES; NOVAIS; PEIXE, 2013).

1.6 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo pode ser definida como um método para medida e analise
de particulas em suspensao, submetidas a um fluxo. Os dados s&o obtidos dos sinais
da variagdo da transmissao/absorcdo e reflexdo da luz do laser que incide nas

particulas presentes no fluxo (Figuras 4 e 5) (GIVAN, 2001).
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Figura 4 — Componentes de um citdbmetro de fluxo

e e S

G0 K o=

Ewnctronics

A — Laser; B- Foco do laser e fluxo com suspenséo de particulas; C — Conjunto de detectores e filtros
que detectam a informagédo da variagcdo da transmissdo de luz obtida para o computador para ser
possivel a analise dos dados. Retirado de Givan (2001) (GIVAN, 2001).

Figura 5 — Foco hidrodinadmico do citdbmetro de fluxo

Célula de fluxo e

ponta do injetor

Sinais de

fluorescéncia

Foco do laser

Foco hidrodinamico que permite a centralizagdo das células no liquido para a passagem no laser.
Retirado de Alvarez-Barrientos (2001) (ALVAREZ-BARRIENTOS et al., 2000).

O citbmetro de fluxo é um equipamento, que apesar do nome, nao
necessariamente lida apenas com células, mas pode aferir também diversos tipos de
particulas que podem ser suspensas em meio liquido e submetidas ao fluxo, e que
podem absorver ou dispersar de algum modo a luz emitida pelo laser. A analise dessa
dispersao permite obter dados de tamanho, complexidade e capacidade de ligacao
com cromogenos especificos que sao excitados pelo laser (GIVAN, 2001). A
grande vantagem da utilizagdo da citometria de fluxo em comparacdo com a
microscopia (método que avalia diretamente as estruturas celulares) é que milhdes de
células podem ser avaliadas em todos os parametros do equipamento em apenas
alguns segundos (ALVAREZ-BARRIENTOS et al., 2000; GAUTHIER; ST-PIERRE;
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VILLEMUR, 2002), além de menor subjetividade e possibilidade de avaliacdes
guantitativas mais precisas.

Em microbiologia clinica, a citometria de fluxo pode ser utilizada em analises
de deteccado direta, testes soroldgicos e testes de susceptibilidade de bactérias,
fungos, parasitas e virus (ALVAREZ-BARRIENTOS et al., 2000). Ha na literatura
diversos trabalhos que aplicam a metodologia de diversas maneiras para os diferentes
microrganismos, principalmente em testes de susceptibilidade (Tabela 2) (BARBOSA
et al.,, 2014; FREDRICKS et al.,, 2006; PINA-VAZ, C.; COSTA-DE-OLIVEIRA;
RODRIGUES, 2005; SHRESTHA et al., 2011; VALE-SILVA et al.; WANG et al.,
2014).

A analise de bactérias em citometria de fluxo com fluorocromos permite a
avaliacdo de parametros como a viabilidade celular (integridade) e algumas vias
metabdlicas (atividade bacteriana) e é possivel separar as analises por populagdes
com cada uma dessas caracteristicas. A avaliacdo de determinados antibiéticos
juntamente com os corantes de viabilidade celular permite a avaliagdo da atividade do
antibiético sobre a célula bacteriana (bactericida ou bacteriostatico) além de permitir
a analise de milhdes de células concomitantemente (ALVAREZ-BARRIENTOS et al.,
2000).

Apesar do grande potencial de aplicabilidade clinica representado pela
citometria de fluxo, € necessario o estudo comparativo de métodos tradicionais de
susceptibilidade a antibioticos recomendados pelo CLSI e EUCAST com o método de
citometria de fluxo para aplicabilidade em laboratérios clinicos. A citometria de fluxo
pode reduzir o tempo de analise do antibiograma de 24 horas para até 90 minutos
(BROEREN et al., 2013; GAUTHIER et al., 2002); contudo ha uma escassez de
trabalhos recentes que tenham avaliado a citometria de fluxo, principalmente com
espécies que possuem diversos mecanismos de resisténcia, o que torna o método
pouco estudado em relagdo aos métodos tradicionais de susceptibilidade a
antimicrobianos. A Tabela 2 sumariza os principais trabalhos utilizando citometria de
fluxo aplicada ao teste de sensibilidade a antibiéticos. Nao ha trabalhos publicados
utilizando polimixina B, amicacina e meropenem com os marcadores laranja de tiazol
e iodeto de propidio. Além disso, o tempo minimo para liberagao dos resultados é
bastante heterogéneo: de 90 minutos a 6 horas (com excecao das micobactérias).
Apesar da heterogeneidade de protocolos, a citometria de fluxo pode reduzir

substancialmente o tempo para obtencédo do perfil de sensibilidade aos antibidticos
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com determinagcdo da concentracdo inibitéria minima e ndo simplesmente detectar

resisténcia.

Tabela 2 — Reviséo de principais trabalhos que realizaram antibiograma por

citometria de fluxo

Tempo
Ano de Microrganismos Marcadores para Tipo de minimo Antibidticos Referéncia
publicacao estudados citometria resultado parao testados
resultado
Brometo de Cefazolina, — \;\pTiNEZ
1982 Escherichia coli etidio CIM 3 horas moxalactam, etal, 1982)
cefamandol v
Escherichia coli,
Streptococcus
pyogenes, Klebsiella
pneumoniae, Brometo de (COHEN;
1989 Pseudomonas L Categoria 2 horas Amicacina SAHAR,
. etidio
aeruginosa, 1989)
Staphylococcus
aureus, Proteus
mirabilis
Mycobacterium . .
. . Ciprofloxacino,
avium, Mycobacterium claritromicina
fortuitum, . . L
1996 Mycobacterium IfDllacetato’de CIM 24 horas irltrom.lc.lna, (BO|W1I\£§ et
ordonae e uoresceina Kanamicina, al., )
Mgcobacterium rifampicina e
Y : tobramicina
marinum
e Contagem
diE:JSt;I(t?;giciJri‘g(;) de Azitromicina, - epp g et
1997 Escherichia coli ) . unidades 4 horas cefuroxima, e
trimetino oxonol formadoras ciprofloxacino al., 1997)
[DIBACA(3)] de colbnias
. . Rifampicina,
1998 Mycobacter/ym Dlacetato’de CIM 24 horas isoniazida, (KIRK et al.,
tuberculosis fluoresceina stambutol 1998)
Escherichia coli, Ambpicilina
Pseudomonas pictiina,
. . carbenicilina,
aeruginosa, Klebsiella ceftriaxona
pneumoniae, Proteus s I
S Bis-(acido 1,3- ceftazidima,
mirabilis, oo - .
Enterococcus dlputllparblturlco) gentamlmr.\a,
2002 faecalis trimetino oxonol Categoria 2 horas nitrofurantoina, (GAUTHIER
’ [DIBAC4(3)] e 9 norfloxacino, et al., 2002)
Staphylococcus .
aureus lodeto de oxacilina,
Staphylococcus propidio Fizrt]rlacgzgﬁnca;‘
saprophyticus e cotrimoxazol e
Staphylococcus vancomicina
epidermidis

Continua
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Tempo
Ano de Microrganismos Marcadores para Tipo de minimo Antibidticos .
o ! : Referéncia
publicacao estudados citometria resultado parao testados
resultado
Mycobacterium SYTO 16 e Esrf;grrﬁoimcilr?;na’ (PINA-VAZ,
2005 4 . lodeto de Categoria 72 horas . picing, C.etal,
tuberculosis - isoniazida,
propidio 2005)
etambutol
. Contagem
2006 Mycobacter/ym bacteriana (Sem  Categoria 24 horas Pirazinamida (FREDRICKS
tuberculosis et al., 2006)
corantes)
Staphylococcus Triagem o (SHRESTHA
2011 aureus BRAG3 para MRSA 4 horas Oxacilina etal, 2011)
Listeria Ampicilina,
monocytogenes, gentamicina,
Escherichia coli, - cefotaxima, (SOEJIMA;
; . Populagées ) . .
Klebsiella pneumonia, SYTO9 e lodeto . piperacilina, MINAMI;
2012 o lesionadas 5 horas o
Staphylococcus de propidio e amicacina, IWATSUKI,
e viaveis . ;
aureus e ciprofloxacino, 2012)
Pseudomonas ceftazidima,
aeruginosa vancomicina
Kebsiola o o) M Cofomima,  (FARIA
2013 pneumoniae, o triagem 3 horas . ’ RAMOS et
Escherichia coli ~ timetino oxonol . "Fop acido al., 2013)
[DIBACA4(3)] clavulanico ”
Escherichia coli,
Pseudomonas Contagem Amoxicilina,
2013 aeruginosa, bacteriana (Sem CIM 90 min piperacilina, (BROEREN
- etal., 2013)
Staphylococcus corantes) gentamicina
aureus
Hoechst 33342,
Kiebsiella SYTO® 9 e . Meropenem,  (MULRONEY
2017 neumoniae lodeto de Categoria 1 hora Imipenem, etal.,
p O G Ertapenem  2017:2018)
propidio
Ciprofloxacino
Corante Oxonol o ’
2018 Yersinia pestis (SynaptoGreen CIM 6 horas amp|C|_||r_\a, (ZAHAVY et
gentamicina, al., 2018)
C4/FM1-43) S
doxiciclina

1.7 Condutividade elétrica de culturas bacterianas

Alguns antimicrobianos como polimixinas, B-lactamicos e aminoglicosideos tém

acao bactericida, podendo causar o rompimento bacteriano com consequente

liberagdo de ions, enzimas, proteinas e material genético para o meio extracelular,

pois atuam na estrutura da parede e/ou membrana celular (BECKER; COOPER, 2013;
POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).
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O aumento da concentragao desses compostos liberados no meio extracelular,
apds a exposicao das células bacterianas a um antibidtico, pode ser um indicador de
morte ou injuria celular e pode ser aplicado para a determinagdo da sensibilidade a
antibidticos. Métodos quimicos e fisicos podem ser utilizados para a mensuragao
desses compostos, a exemplo de eletrodo seletivo de ions, espectrofotometria de
absorcdo atbmica, espectrometria de massas, medida de pH, condutividade elétrica,
impedancia, capacitancia e métodos colorimétricos. Varios desses métodos ja sao
comercialmente disponiveis, mas n&o para esse tipo de aplicacdo, e apresentam
faixas de linearidade que séao utilizados para dosagem de niveis séricos em humanos,
provavelmente fora da faixa de deteccdo de biomoléculas liberadas por bactérias
expostas a antibidticos e muitas vezes sado dispendiosos, um fator impeditivo para
laboratérios de pequeno e médio portes.

A condutividade elétrica em culturas bacterianas monitora o crescimento
microbiano por um sinal elétrico que corresponde ao movimento dos ions entre dois
eletrodos. Esse tipo de metodologia foi descrita inicialmente no final do século XIX
(STEWART, 1899). Posteriormente, os métodos de condutividade, impedancia e
capacitancia para o monitoramento de bactérias foram descritos e séo utilizados
principalmente por industrias de alimentos, a exemplo da determinacédo do tempo de
prateleira de produtos de consumo, verificagdo da contaminagéo por microrganismos
em produtos industrializados e também em saude publica para determinar carga
bacteriana em amostras ambientais (BANCALARI et al., 2016; NOBLE, 1999).

Um dos equipamentos comerciais que afere a condutividade, impedancia e
capacitancia é o Bactometer® da bioMérieux, divisdo de industria e ambiente. Foi um
equipamento desenvolvido para a industria farmacéutica, cosméticos, ambiente e
alimentos (RAUGEL, 1999); no entanto, ha uma publicagao descrevendo a utilizagao
deste equipamento para validacido da sensibilidade a antibiéticos e determinacao da
concentracéo inibitéria minima pela medida da impedéancia em tempo real (HUANG et
al., 1998). O principio de funcionamento do equipamento é a medida da impedancia
em cada amostra ao longo do tempo de incubagao, permitindo a geragao de uma
curva na qual se avalia o porcentual de variagcdo da medida atual comparada com a
anterior. Dependendo do aumento da quantidade de microrganismos ou atividade
metabdlica, é induzida uma mudanca no sinal, levando a uma inflexdo da curva e
determinando o tempo de deteccédo (TD), o qual é possivel correlacionar com a
quantidade de bactérias na amostra (Grafico 1) (RAUGEL, 1999).
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Grafico 1 — Variagao da Impedancia em fungéo do crescimento bacteriano

Concentragéo bacteriana
% de variacado impedancia

TD Tempo (horas)
Adaptado de (RAMIREZ et al., 2009).

Atualmente, com o avanco tecnoldgico de microcontroladores digitais, ha
disponibilidade no mercado de equipamentos com codigo aberto e de baixo custo, a
exemplo dos controladores Arduino e ESP32. E possivel desenvolver um
equipamento controlado por esses dispositivos no qual pode-se aplicar algoritmos
capazes de aferir condutancia, capacitincia e impedancia de células em suspensao.
Uma vez desenvolvido, faz-se necessaria a comparagao com métodos tradicionais de
susceptibilidade a antibiéticos preconizados pelo CLSI e EUCAST e desenvolvimento
e validagao de testes rapidos ou de triagem para bactérias que apresentam alto nivel
de resisténcia. Bactérias sensiveis ao antibiotico testado causariam diferenca na
impedancia enquanto bactérias resistentes ndo causariam aumento ou exibiriam um

padrao distinto.
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2 JUSTIFICATIVA

Em microbiologia clinica, para a determinacdo da sensibilidade a
antimicrobianos, sdo necessarias 16-20 horas de incubagao, utilizando-se a técnica
de microdiluigdo em caldo, pois ndo ha seguranga em liberar o resultado antes do
tempo preconizado e nao é possivel fazer testes com combinagao de antimicrobianos
nos casos de microbiologia automatizada. O teste de sensibilidade aos
antimicrobianos é necessario para o correto ajuste terapéutico. Em pacientes com
infeccbes graves causadas por bactérias multirresistentes, o tempo para a corregao
do tratamento antimicrobiano é diretamente proporcional a mortalidade (DAIKOS et
al., 2014).

Para que potencialmente se reduza a mortalidade desses pacientes é
necessario o desenvolvimento de métodos inovadores que permitam a reducdo do
tempo de liberacao dos resultados dos testes de sensibilidade aos antibidticos.

Além disso, os métodos validados ndo avaliam em tempo real a acio
bactericida ou bacteriostatica do antibidtico frente ao microrganismo. Utilizando um
método de leitura mais sensivel, a exemplo da citometria de fluxo, é possivel uma
reducdo do tempo de incubacao para 2 h, contudo é necessaria a comparacao e
validacdo com a microdiluicio em caldo para a avaliacdo do desempenho,

reprodutibilidade e viabilidade para a pratica laboratorial.
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3 OBJETIVOS
3.10bjetivo geral

Utilizar os métodos de citometria de fluxo e condutividade elétrica para
desenvolver testes de triagem de cepas resistentes a antibidticos e determinar a

concentracao inibitéria minima em até trés horas.

3.20Dbjetivos especificos

Utilizar a citometria de fluxo para desenvolver um protocolo que determine a
concentracgao inibitdria minima para polimixina B, amicacina e meropenem em bacilos
Gram-negativos.

Validar a concentracao inibitéria minima obtida por citometria de fluxo em 50
bactérias isoladas diretamente de frascos de hemoculturas positivas e comparar com
os resultados realizados por microdiluicdo em caldo, determinando a reprodutibilidade
e taxas de erro.

Utilizar a citometria de fluxo para desenvolver um método rapido de triagem
para deteccao de resisténcia a polimixina B.

Utilizar a condutividade elétrica para desenvolver um método rapido para

deteccao de resisténcia a polimixina B.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Isolados

Para os testes iniciais e padronizacido das técnicas foram utilizadas as cepas
de referéncia Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus 25923, um isolado de Escherichia coli MCR-1 3313 (com CIM
para polimixina de 4mg/L) e um isolado sensivel de Klebsiella pneumoniae J9243971
(com CIM para polimixina de 0,125 mg/L) e Proteus mirabilis J9103900 (CIM para
polimixina > 128 mg/L). Posteriormente foram utilizados 51 concentrados de bactérias
Gram negativas isoladas diretamente de hemoculturas positivas para validagéo da

determinacao da concentragao inibitéria minima por citometria de fluxo.

4.1.2 Equipamentos

Para os ensaios de citometria de fluxo foram utilizados os citdbmetros de fluxo
FACS Canto Il BD Biosciences com trés lasers (azul 488nm, vermelho 633nm e violeta
405nm) e oito cores (4-2-2). FACS Aria Il BD Biosciences (laser azul 488nm).

Para os ensaios de condutividade foi utilizado o microcontrolador ESP32 de 12

bits Espressif, utilizando o software IDE Arduino para a insergéo do algoritmo.

4.1.3 Reagentes para citometria de fluxo

Os reagentes utilizados foram caldo Mueller Hinton Il — Difco (cation ajustado).
lodeto de propidio (concentragao final de 48 uM), laranja de tiazol (concentragao final
de 420 nM) e esferas (beads) - BD Biosciences (BD™ Cell Viability kit — Live and Dead
Cell discrimination - Cod: 349480). Os antibidticos fornecidos pela Sigma Aldrich:
polimixina B (PHR 1595), meropenem (PHR 1772) e amicacina (PHR 1860).
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4.2 Testes de sensibilidade
4.2.1 Microdiluicao em caldo

4211 Preparo do in6culo

As suspensdes bacterianas foram preparadas utilizando solugéo fisioldgica
com concentragao de 0,9% de Cloreto de Sodio (NaCl) e colbénias isoladas em placas
de agar incubadas por aproximadamente 18-24 horas ou concentrados bacterianos
provenientes de hemoculturas positivas. A turbidez de cada suspenséao foi ajustada
para que coincidisse com a turbidez éptica da escala 0,5 de McFarland (equivalente a
concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL) utilizando o equipamento DensiCHECK™
(bioMérieux). Para o inéculo foi realizada uma diluigao 1:100 em Caldo Mueller Hinton
para atingir a concentragéo de 1,5 x 10® UFC/mL, de maneira que quando inoculada

no experimento atingisse aproximadamente 7,5 x 10° UFC/mL.

4.21.2 Preparo das Placas

O caldo Mueller Hinton Il (cation ajustado) foi preparado de acordo com as
instrugdes do fabricante e esterilizado. Foram distribuidos 50 L de caldo em cada um
dos pocos da placa padrao de 96 pogos com fundo em “U”, com excegao da primeira
coluna, que foi deixada vazia.

Foram dispensados 100 uL de solugao com antibiotico (polimixina B a 64 mg/L,
Amicacina a 128 mg/L e Meropenem a 128 mg/L) diluido em caldo Mueller Hinton na
primeira coluna e realizada uma diluicdo seriada até a 112 coluna, deixando o volume
de 50 uL em cada poco, de modo que as concentracdes apds a adicdo do indculo
fossem de 32 mg/L até 0,03 mg/L para polimixina B e de 64 mg/L até 0,06 mg/L para
amicacina e meropenem. A 122 coluna foi deixada sem antimicrobiano para avaliagao

de controle de crescimento bacteriano.
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421.3 Inéculo

Foram dispensados em todos os pocos 50 pL da suspensdo bacteriana
previamente ajustada para a concentragédo de 1,5 x 108 UFC/mL em caldo Mueller

Hinton (Figura 6).

Figura 6 - Esquema de placa de microdiluicdo em caldo.
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4.2.2 Citometria de fluxo

O equipamento BD FACS Canto Il foi utilizado para a analise de citometria de
fluxo e o equipamento FACS Aria Il para realizar sorting bacteriano.

Para a analise inicialmente foram feitos ajustes de tenséo para as aquisi¢goes
em FSC (Forward Scatter) e SSC (Side Scatter) (tamanho e complexidade,
respectivamente) detector de fluorescéncia verde e detector de fluorescéncia
vermelha. Os dados gerados pelos detectores sdo numéricos e variam de 0 a 262.143.
Para a analise, ha a necessidade de transformacédo logaritmica para que a faixa
grafica fique de 10° a 10%*'. Essa configuragdo é importante para diferenciar o
tamanho celular, pois as células bacterianas sédo do tamanho de estruturas que séo
consideradas detritos em citometria de células eucaridticas. As analises foram
realizadas utilizando o laser azul de 488nm como fonte de excitagao, utilizando filtros
e detectores para mensurar tamanho, complexidade e a intensidade de luz verde (515
— 545 nm) e luz vermelha (675-715nm) que correspondem ao sinal de emisséo dos

marcadores laranja de tiazol e iodeto de propidio, respectivamente (Grafico 2). Dessa
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maneira nao foi necessario fazer experimentos de compensacgao de sobreposig¢ao de

fluorescéncias.

Grafico 2 — Visualizador de espectros para citometria de fluxo
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Eixo x representa a faixa de comprimento de onda da luz visivel em nanémetros (nm) e eixo y
representa a intensidade relativa de excitagdo/emissdo de luz em porcentagem (%). Linha Continua
azul paralela ao eixo y em 488nm representa o laser azul. Linha tracejada verde: area excitagéo para
fluorescéncia verde, linha tracejada azul: area de excitacdo para fluorescéncia vermelha. Area FITC
representa a area de emissao de luz verde e area PerCP-Cy5.5 representa a area de emisséo de luz
vermelha. Reténgulo verde 530/30 representa o filtro utilizado para detectar somente luz emitida na
faixa de 515 — 545 nm e retangulo vermelho 695/40 representa o filtro utilizado para detectar apenas
luz emitida na faixa de 675-715nm. Retirado de (BIOSCIENCES, 2019).

O equipamento FACS Canto Il foi configurado com os seguintes parametros:
threshold: SSC 200; FSC — 400V, amplificagdo logaritmica; SSC — 400 V,
amplificacéo logaritmica; FITC (fluorescéncia verde para laranja de tiazol)— 550 V,
amplificacdo logaritmica; PerCP-Cy5.5 (fluorescéncia vermelha para iodeto de
propidio)— 480 V, amplificagcao logaritmica; Compensagao — nenhuma.

O equipamento FACS Aria Il foi configurado com os seguintes parametros:
threshold: SSC 200; FSC — 400V, amplificagdo logaritmica; SSC — 400 V,
amplificagéo logaritmica; FITC — 750 V, amplificagédo logaritmica; PerCP — 520 V,
amplificagdo logaritmica; Compensagdao — nenhuma. O dispositivo nozzle com
medida de 85um foi utilizado para o experimento de sorting.

A citometria de fluxo gera um tipo de arquivo de extensao “.FCS”, o qual é uma
estrutura de dados que armazena todas as informacdes referentes ao experimento, a
exemplo do nome do software de aquisicao, equipamento utilizado, data, horario,
canais utilizados e a matriz de dados dos diferentes sinais adquiridos para cada evento
(tamanho, complexidade, fluorescéncias e area, largura e altura do sinal). As analises
dos dados gerados por citometria inicialmente foram analisados pelo software FlowJo
X. Contudo, apés a padronizagao da CIM por CF, foram gerados 12 arquivos de

citometria para cada antibiético e que devem ser comparados simultaneamente,
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fazendo com que a analise pelo software FlowJo X fosse mais demorada e manual.
Houve a necessidade de utilizagdo de ferramentas de bioinformatica para analise dos
dados e foi construido um algoritmo em linguagem R capaz de acessar todos arquivos
FCS da CIM simultaneamente e extrair informagdes de quantidade de microesferas,
quantidade de eventos adquiridos, transformacdes logaritmicas, gating, calculos
matematicos e geracdo de diversos tipos de graficos de maneira automatizada
(algoritmo descrito no apéndice). Para construgdo do algoritmo em linguagem R,
foram utilizadas as seguintes bibliotecas: flowCore, ggcyto, stringr e ggplot2 (ELLIS et
al.,, 2019; VAN et al., 2018; WICKHAM, 2016;2019).

Independentemente do software de analise o Fluxograma 1 foi utilizado para
que os resultados obtidos fossem padronizados.
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Fluxograma 1 - Fluxograma de analise de arquivos de citometria

¢ Inicialmente todos os arquivos de um determinado antibiético devem ser carregados
no software para analise simultanea

Leitura de
arquivos

¢ O primeiro grafico elaborado deve ser de dispersdo do tempo (eixo x) por qualquer h
parametro de aquisi¢do (ex: FSC, eixo y). Essa andlise permite avaliar possiveis falhas do
Controle de laser durante a aquisi¢do, foram analisados somente arquivos com aquisigao
qualidade das
aaquisicBes homogenea. )
\
* Realizado o gating das microesferas para quantificagdo bacteriana e remogao de
Gating de doublets
singlets e
microesferas J
~
¢ Os dados de intensidade de sinal para cada evento adquirido foi transformado para
escala logaritmica de base 10
Transformagdo
J
~
e Elaboragdo de graficos de tamanho X complexidade, fluorescéncia do laranja de tiazol
o1 Xiodeto de propidio e histogramas de cada fluorescéncia.
graficos J
~
*Os dados calculados de quantidade de eventos/uL, dados estatisticos foram
Calculos transformados em tabelas
matematicos e
criagdo de J

tabelas

¢ Apds a analise de cada grupo de arquivos, foram gerados relatorios em extensdo pdf
Criagdo de para registrar os dados brutos e graficos para andlise e determinagdo da CIM por CF
arquivos de
relatorios em
pdf

4.2.21 Avaliacao da aquisicao de diferentes géneros bacterianos

As bactérias testadas foram Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Foram preparadas as suspensdes bacterianas equivalentes a

escala de McFarland 0,5 (1,5 x 108 bactérias por mL) utilizando o equipamento
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DensiCheck™ (bioMérieux) em solugdo fisioldégica e imediatamente adquiridas no
equipamento BD FACS Canto Il.

4222 Avaliacao da influéncia da densidade do in6culo nas aquisigoes

A bactéria testada foi Escherichia coli ATCC 25922. Foram preparadas as
suspensdes bacterianas com concentragbes de 1,5x10° bactérias/mL, 7,5x10°
bactérias/mL, 1,5x10° bactérias/mL e 1,5 x 108 bactérias/mL, em solugio fisioldgica,
utilizando o equipamento DensiCheck™ (bioMérieux) e imediatamente adquiridas no
equipamento BD FACS Canto Il.

4.2.2.3 Avaliacao da influéncia do tempo entre o preparo da suspensao e
marcagao sobre tamanho e complexidade

Foram preparados trés tubos com a cepa Escherichia coli ATCC 25922 com
concentragdo equivalente a 1,5 x 107 células/mL, utilizando o equipamento
DensiCheck™ (bioMérieux) em solugao fisioldgica e sequencialmente uma diluigdo
1:10 em solugéo fisiolégica. O primeiro tubo foi preparado imediatamente antes da
aquisicao; o segundo foi preparado e incubado em temperatura ambiente por 15
minutos e uma terceira suspensao foi preparada e imediatamente marcada com os
corantes iodeto de propidio (vitalidade — marca DNA de células com membranas

alteradas) e laranja de tiazol (viabilidade — marca todas as células bacterianas).

4224 Avaliagao da influéncia do Tween 20 no tamanho e complexidade

O Tween 20, segundo o fabricante dos marcadores de viabilidade e vitalidade,
pode ser utilizado para auxiliar a marcacgao celular. Foi feita uma avaliagdo com Tween
20 para avaliar a influéncia no tamanho e complexidade das bactérias. Foi preparado
1 tubo com a cepa Escherichia coli ATCC 25922 com concentragdo equivalente
1,5x108 células/mL, utilizando o equipamento DensiCheck™ (bioMérieux) em solugédo
fisiolégica. Foi acrescido Tween 20 e marcado com os corantes de viabilidade e

vitalidade, de acordo com o estabelecido pelo fabricante.
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4.2.2.5 Teste de marcagdo com os corantes de vitalidade e viabilidade

Foram preparados dois tubos com a cepa Escherichia coli ATCC 25922 com
concentragdo equivalente 1,5 x 108 células/mL, utilizando o equipamento
DensiCheck™ (bioMérieux) em solugao fisioldgica estéril. A avaliagao dos corantes foi
feita em dois tubos, um contendo apenas a suspensao bacteriana e outro com a
adicao dos corantes. A andlise foi realizada utilizando os canais de fluorescéncia do
equipamento: laranja de tiazol (fluorescéncia verde) x iodeto de propidio

(fluorescéncia vermelha).

4.2.2.6 Determinagao da concentragao inibitéria minima por citometria de
fluxo

4.2.2.6.1 Ensaio piloto para padronizagao da técnica

Foi realizado o teste de sensibilidade por microdiluicdo em caldo de forma
semelhante a metodologia utilizada em placa, contudo foram feitas algumas
modificagdes. A diluicao foi realizada em placas com volume final de 200 uL por pogo.
A incubacéo foi feita a 37°C sob agitacdo (300 rpm) por 1 hora e 45 minutos. Apds a
incubacgdo, 100 uL foram transferidos para outra placa contendo 1uL de laranja de
tiazol (concentracao final de 420 nM), 1uL iodeto de propidio (concentragao final de
48 uM) e 10uL de microesferas (BD liquid count beads) por pogo. A primeira placa foi
incubada em estufa até atingir 18 horas de incubagao para a leitura e a segunda placa
foi incubada por mais 15 minutos, nas mesmas condi¢des iniciais. Apos a incubacéao
o volume de cada poco foi transferido para tubos de poliestireno utilizados em
citometria (tubos especificos para o equipamento FACS Canto Il). O iodeto de propidio
€ um indicador de vitalidade — marca DNA de células com membranas alteradas e
laranja de tiazol um indicador de viabilidade — marca todas as células bacterianas.

Os eventos foram obtidos de modo que a contagem de microesferas chegasse
a 3.000 eventos para os antibioticos amicacina e polimixina e 1000 eventos para
meropenem. Os dados obtidos foram analisados em algoritmo desenvolvido em
linguagem R, utilizando biblioteca FlowCore — Bioconductor (ELLIS et al., 2019) para
arquivos com extensao “.FCS”. (Vide Apéndice). Para o calculo do valor absoluto da
populagdo bacteriana foi utilizada uma equacdo que leva em consideracdo a

contagem de microesferas, contagem bacteriana e fator de diluicdo (Equagéao 1).
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Equacéo 1 — Equacéo para determinagéo de valor absoluto de populacdes

bacterianas analisadas por citometria de fluxo.

Numero de eventos

naregiao contendo Numero de Beads
a populagio celular por teste
Numero de eventos Volume do teste
naregiio contendo a

populagio de esferas

X Fator de diluicio = Concentracio da populacio bacteriana

4.2.2.6.2 Ensaio de sorting para analise de viabilidade e vitalidade bacteriana
e definicdo da interpretagao da CIM por CF

O experimento de citometria de fluxo com sorting foi realizado no equipamento
FACS Aria Il utiizando a cepa padrdao Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
polimixina B. A diluicdo em caldo foi preparada da mesma maneira que a descrita no
item 4.2.1, mas com um volume final de 700uL por concentragdo de antibiético. A
incubacéo foi feita em agitador por 1h e 45 minutos a 37 °C. Uma aliquota de 100 pL
de cada concentragao foi transferida para uma placa de 96 pogos e incubada em
estufa a 37 °C, para analise visual apos 18 horas de incubagéo. Os 600 uL restantes
foram adicionados de microesferas, iodeto de propidio e laranja de tiazol nas mesmas
proporcdes descritas anteriormente. As concentragdes variaram de 0,03 a 4 mg/L de
polimixina B, além de controle de crescimento e controle de esterilidade do meio (este
adquirido propositalmente ao final do sorting). O flow rate durante a aquisigcao e sorting
foi de 6.0 (equivalente ao fluxo médio). Foram marcados 3 gates para a analise de
viabilidade: eventos com sinal menor que 3 para ambos os marcadores foram
considerados bactérias viaveis; eventos com sinal maior que 3 para a fluorescéncia
do laranja de tiazol foram considerados bactérias lesionadas e eventos com sinal
maior que 3 para a fluorescéncia do marcador iodeto de propidio foram considerados
bactérias inviaveis. O tubo considerado com maior probabilidade de crescimento
bacteriano (bactérias viaveis) foi configurado para que ficasse o mais distante dos
tubos com menor probabilidade de crescimento bacteriano (bactérias lesionadas e
inviaveis), para minimizar a contaminagao cruzada. As aquisi¢des e sorting duram
cerca de 7 minutos para cada concentracdo testada. Apdés o sorting, 1 pyL das
suspensdes bacterianas adquiridas de cada gate e das diferentes concentragdes
foram semeadas em agar sangue com o objetivo de obter a contagem de colbnias. As

placas foram incubadas por 18 horas a 37°C e os ensaios foram realizados em
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triplicata. A média da contagem de colbnias e os dados obtidos durante o sorting foram

comparados.

4.2.2.6.3 Ensaio de reprodutibilidade da determinagdo da CIM por CF para
polimixina B e meropenem

Para a avaliacao da reprodutibilidade da determinacéo da CIM por CF, controle
de qualidade do meio de cultura (concentracdes de cations bivalentes), avaliagdo da
concentracdo bacteriana da escala de McFarland e avaliagdo concentracdo do
antibiético, foram realizados 20 testes consecutivos com a cepa Escherichia coli ATCC
25922. Foram preparadas 5 suspensoes independentes da cepa padrao equivalentes
a escala 0,5 de McFarland e foi realizado o teste conforme descrito anteriormente,
utilizando placas de 96 pocos e volume de 200uL por poco. Apéds a incubacao de 1h45
sob agitagdo a 300 rpm e temperatura de 37°C, 100uL foram transferidos de cada
poco para uma placa, previamente preparada com a propor¢cao de microesferas,
laranja de tiazol e iodeto de propidio. A placa com os marcadores foi incubada por
mais 15 minutos e imediatamente adquiridas. A placa inicial foi incubada em estufa a
37°C até atingir 18h de incubagéao para leitura visual. A interpretagdo dos resultados
foi feita seguindo os pontos de corte para a cepa em estudo, estabelecidos pelo BrCast
para polimixina B (entre 0,25 a 2 mg/L) e meropenem (entre 0,03 a 0,25 mg/L)
(EUCAST; BRCAST, 2018).

42.2.6.4 Validagao da determinagao da concentragéao inibitéria minima por
citometria de fluxo em concentrados bacterianos de hemoculturas positivas

Para a validacdo da determinagdo da concentracdo inibitéria minima por
citometria de fluxo foram utilizados concentrados bacterianos de hemoculturas
positivas. O isolamento dos concentrados bacterianos foi realizado de acordo com
protocolo previamente descrito por (SECO et al.,, 2019). Apds a positivagdo da
hemocultura, um volume de 3 ml foi transferido para tubo cénico de 15mL (HOYOS-
MALLECOT et al., 2014; SECO et al., 2019). Os tubos foram centrifugados a 600 x
g por 10 minutos para a separacao de células eucariotas e a seguir aliquotas de 1 mL
do sobrenadante foram transferidas para microtubos e submetidas a nova etapa de
centrifugacdo a 20.000 x g por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado. Foi
adicionado 1 mL de solugao salina de cloreto de sédio (0,9%) estéril em cada tubo e

homogeneizado em agitador, seguido de centrifugacéo a 20.000 x g por 1 minuto. O
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sedimento foi utilizado para a identificacdo bacteriana por Maldi-ToF de acordo com
as recomendacoes do fornecedor e preparo da escala 0,5 de McFarland. O protocolo
para a determinacao da concentracgéao inibitéria minima foi realizado conforme descrito
nos itens anteriores. Foram testadas 51 amostras provenientes de hemocultura
positivas com bactérias Gram negativas, uma cepa padrao Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, sensivel aos antibidticos testados e uma cepa de Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA1705 resistente ao meropenem.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos pelo método
convencional por microdiluicdo em caldo. Os resultados foram interpretados de acordo
com o guia do FDA (FDA, 2009), que orienta para comparagao e validagao de testes
de sensibilidade a antibidticos. Em relacdo a concordancia das concentracoes
(concordancia essencial), foi aceito como igualdade resultados idénticos ou uma
diluicdo acima ou abaixo da microdiluigdo em caldo (padrao ouro). E os calculos dos
erros foram realizados de acordo com as equacdes 2,3,4 e 5. Os resultados também
foram subdivididos em categorias (sensibilidade, sensibilidade intermediaria e
resisténcia) e os resultados comparados com a CIM obtida pelo padrdo ouro. Os
resultados falsamente resistentes (resultado sensivel pelo método ouro) foram
interpretados como erros maiores ou graves (Major errors), os resultados falsamente
sensiveis (resultado de resisténcia pelo método ouro) foram interpretados como erros
muito maiores ou muito graves (Very Major errors) e os resultados que mudaram a
categoria | (sensivel aumentando exposi¢ao) para sensibilidade ou resisténcia e vice-
versa foram interpretados como erros menores (Minor errors). De acordo com o
documento do FDA, s6 seréo aceitos valores inferiores ou iguais a 1,5% de erros muito
maiores e valores inferiores ou iguais a 3% de erros maiores, e concordancia
categorica >89,99%. Os resultados de concordancia categérica menores que 90% sé
poderdo ser aceitos caso a concordancia essencial seja 6tima e com maioria das

discrepéncias categoricas classificadas como erros menores (FDA, 2009).

Equacgéo 2 — Férmula para célculo dos essenciais

o quantidade de erros essenciais
Erros essenciais = - — X 100
quantidade de bactérias testadas
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Equacdo 3 — Férmula para calculo dos erros menores

quantidade de erros menores

Erros menores = X 100

quantidade de bactérias testadas

Equacédo 4 — Férmula para calculo dos erros maiores

quantidade de erros maiores

100

Erros maiores = - — —
quantidade de bactérias sensiveis

Equacdo 5 — Férmula para calculo dos erros muito maiores

quantidade de erros muito maiores

Erros muito maiores = 100

quantidade de bactérias resistentes

4227 Teste rapido para triagem de bactérias resistentes a polimixina B

Foram selecionadas duas cepas resistentes a polimixina B. Uma Escherichia
coli MCR-1 3313 e um Proteus mirabilis J9103900. Foram preparadas as suspensoes
bacterianas equivalentes a escala de McFarland 0,5. A partir desta suspensao, foram
realizados trés testes: um sem polimixina, um com polimixina na concentracéo de 50
mg/L e outro com polimixina a 500 mg/L. Os corantes iodeto de propidio (concentragéo
final de 48 uM) e laranja de tiazol (concentracéo final de 420 nM) e apds a incubacéao

de 15 minutos em temperatura ambiente, foram realizadas a aquisi¢ées no citdmetro.

4.2.3 Condutividade elétrica de suspensdes bacterianas

Para o teste de condutividade bacteriana, foi construida uma probe para a
insercdo na amostra, a qual permitisse que a distancia entre eletrodos e profundidade
na amostra fossem sempre constantes (Figura 7). A probe foi construida com fio de
platina, por apresentar uma boa condutividade e baixa resisténcia (Figura 8). O fio de
platina foi ligado a um fio de cobre para ser conectado ao microcontrolador. A emenda
dos fios foi inserida dentro de um tubo capilar vedado com calor para evitar contato
da emenda com a amostra ou eventual oxidacdo do cobre. O capilar também atua

como isolante elétrico por ser de vidro (Figura 8).
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Figura 7 — Probe para o teste de condutividade elétrica
<—— Fio de Cobre

3

<4—— Emenda dentro do capilar

' <—— Tubo capilar selado

<4—— Fio de Platina

Esquema de probe fabricada com tubo capilar (vidro - isolante elétrico), fio de platina (azul - baixa
resistividade e alta condutividade) e fio de cobre (laranja - interno ao capilar) que leva o sinal da amostra
até o microcontrolador.

Figura 8 — Diagrama comparativo de condutividade e resisténcia elétrica de diversos
materiais

Resistividade [Q-cm]
3018 10 10 1012 10 10% 105 30% 10 1 102 10" 10° 109

Germanio

@® \Vidro —_— @ Prata
: ; Silicio

@ Oxido de niguel @ Cobre

Arsenieto de Galio
@ Diamante @ Aluminio
Fosfato de Galio
@ Enxofre @ Platina
Sulfato de Cadmio
@ Quartzo fundido @ Bismuto

101% 1016 104 1022 100 10% 10° 10* 102 1 10 10* 10° 108
Condutividade [S-cm]

Isolante : Semicondutor—————Condutor

Fonte: Adaptado de (BRITANNICA, ENCYCLOPAEDIA 2018).

O microcontrolador escolhido para realizagdo das leituras foi o equipamento
ESP32 (Figura 9), devido ao baixo custo e rapidez de processamento, além de ser um
controlador que possui um conversor analégico para digital de 12 bits. A faixa de
leitura analégica é maior (0 — 4095) quando comparado a outros microcontroladores
mais comuns, a exemplo do Arduino Uno que € de 10bits (0 — 1023).

As analises foram feitas com suspensdes bacterianas integras e sonicadas.
Posteriormente foram aferidas as suspensoes bacterianas imediatamente preparadas

(tempo 1), imediatamente apdés a adicao de polimixina B em altas concentragbes
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(tempo 2) e apds 15 minutos de incubacéo (tempo 3). A diferenga de medidas entre
os tempos é a mudanga da condutividade elétrica, a qual pode ser um indicativo de
lise bacteriana e consequentemente possibilitando categorizar se a bactéria é sensivel

aquela concentracao do antibiético quando comparados os tempos 2 e 3.

Figura 9 — Microcontrolador Espressif ESP32

O algoritmo utilizado no microcontrolador foi feito para aferir a resisténcia do
sistema, como um simples Ohmimetro (equipamento que afere a resisténcia), com um
resistor conhecido de 10 KOhm. Sendo possivel medir a resisténcia da amostra
(reciproca da condutividade da amostra) pela lei de Ohm, no qual a Intensidade =
Tensao/Resisténcia (Equacao 6). A Figura 10 mostra o esquema de montagem do

equipamento para a leitura da condutividade.

Figura 10 — Esquema de ligacdo do microcontrolador para leitura de condutividade
em suspensdes bacterianas

«+——— Aterramento

+——— Fase SVolts

+——— Resistor conhecido

ﬂﬁ

«—— Lleitura analogica
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As equacgdes a seguir mostram a légica aplicada ao microcontrolador para o
medir a resisténcia desconhecida.

Vx: Voltagem desconhecida, aferida pela porta analégica do microcontrolador

I: Intensidade
R: Resisténcia de 10.000 Ohm (Resistor conhecido)
X: variavel que representa a resisténcia desconhecida

V: Tensao de 3,3 Volts enviada pelo microcontrolador

Equacao 6 - Equacao da Lei de Ohm:

I_V
"R

Equacao 7 - Decomposicao da Lei de Ohm no resistor desconhecido X, temos:
V—-Vx=XI

Calculo substituindo I na equacéo 7 pela equacéo 6:
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Para a estabilizacao da leitura analégica do microcontrolador, 21.000 ciclos sao
realizados, para a estabilizacao da leitura e foi estabelecida uma média flutuante das
ultimas 1.000 medidas para aumentar a exatiddo da resisténcia da suspensao

bacteriana.

4.2.31 Teste com bactérias sonicadas

Os testes com bactérias foram inicialmente realizados com suspensbes de
Escherichia coli ATCC 25922 e Proteus mirabilis em solugao fisioldgica ajustadas para
a escala de McFarland 4,0 utilizando o equipamento DensiCheck™ (bioMérieux). A
analise foi realizada para cada cepa com a bactéria integra e bactérias rompidas por
processo de sonicagao, o qual foi executado no equipamento Branson Digital Sonifier
modelo 102C com poténcia ajustada para 50%. Cada tubo foi mantido em gelo e

submetido a pulsos de 2 segundos ligado e 2 segundos desligado por 5 minutos.

4.2.3.2 Teste de triagem com bactérias expostas a polimixina B

Os testes com bactérias foram inicialmente realizados com suspensbes de
Escherichia coli ATCC 25922 e Proteus mirabilis J9103900 em solucgao fisiolégica
ajustadas para a escala de McFarland 4,0 utilizando o equipamento DensiCheck™ da
bioMérieux. O experimento foi conduzido utilizando o volume de 90uL de suspensao
bacteriana e 10uL de solugcdo de polimixina B a 20mg/L de forma com que a
concentracao final fosse de 2mg/L, por se tratar do ponto de corte, segundo o BrCast,
para esse antibidtico. As medidas foram realizadas da suspensao bacteriana recém
preparada, imediatamente apds a adicdo de polimixina B e ap6s 15 minutos de

incubagdo em temperatura ambiente.

4.2.3.3 Teste de reprodutibilidade de medida com polimixina B e sulfato de
sédio

Testes adicionais foram realizados para avaliar a reprodutibilidade de medidas
das solucdes de sulfato de polimixina B e sulfato de sddio. Foram preparados 20 tubos
com solugao de polimixina B em uma concentragao de 2mg/L e 20 tubos com solugao

de sulfato de sédio na mesma concentracdo. Foi realizada uma medida de cada tubo
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e graficos do tipo boxplot foram elaborados para avaliagao da distribuicao dos valores

aferidos em cada tubo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Citometria de fluxo
5.1.1 Avaliagao da aquisicao de diferentes géneros bacterianos

Duas suspensoes bacterianas, com turbidez equivalente a escala de McFarland
0,5 (equivalente a uma concentragdo bacteriana de aproximadamente 1,5 x 108
bactérias por mL) foram preparadas para o inicio das aquisicbes. As bactérias
preparadas para as primeiras aquisicbes foram Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Ambas suspensdes bacterianas foram testadas
inicialmente sem exposicao aos corantes.

Os graficos 3 e 4 evidenciam que apesar da estrutura fisica diferente das duas
cepas testadas (Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923),
a aquisicao foi muito parecida em relagdo ao centro da dispersao de tamanho e
complexidade. Os graficos foram configurados com cores que simulam a densidade
populacional para cada evento, quanto mais fria (azul) menos eventos no mesmo
ponto do plano cartesiano e quanto mais quente (vermelha) maior a quantidade de

eventos, conforme legendas.

Grafico 3 — Aquisicao de suspensao de Staphylococcus aureus ATCC 25923
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1 2
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Aquisicao de suspensdo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 com concentragdo de
aproximadamente 1,5 x 108 eventos/mL. Graficos de tamanho e complexidade.
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Grafico 4 — Aquisi¢ao de suspensao de Escherichia coli ATCC 25922
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Aquisicao de suspensao de Escherichia coli ATCC 25922 com concentracao de aproximadamente 1,5
x 108 eventos/mL. Graficos de tamanho e complexidade.

A analise inicial da dispersdo FSC x SSC foi baseada em que FSC pode ter
uma correlacao direta com tamanho e SSC pode referir-se ao peso seco, conteudo
proteico ou mesmo ao volume celular (MULLER; NEBE-VON-CARON, 2010). O
resultado das primeiras aquisicbes mostrou que ha uma populacao que tende a formar
uma ponta na dispersao. Tal subpopulagéo pode se tratar de doublets (eventos duplos
ou agregados) ou bactérias que estdo em intensa multiplicagao e provavelmente com
tamanho e volume alterados em relagéo ao centro da dispersdo (MULLER; NEBE-
VON-CARON, 2010). As maneiras mais tradicionais em citometria de fluxo para a
eliminacao de doublets é fazendo correlacdes entre area(A), altura(H) ou largura(W)
dos sinais obtidos de cada evento, a exemplo de em SSC-A x SSC-H e FSC-A x FSC-
H (BURT HOUTZ; JOE TROTTER; SASAKI, 2004), contudo, neste trabalho nao foi
possivel separar os singlets (eventos unicos) utilizando tais técnicas, portanto, a
maneira considerada mais adequada foi selecionando um gate abaixo da ponta

formada na disperséo (Gréfico 5).
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Grafico 5 — Exemplo de eliminacio de doublets em suspensbes bacterianas

A I B

Legenda:

Densidade de células —

A) SSC-H x SSC-A e B) FSC-A x FSC-H. Os singlets neste caso deveriam ter uma correlagéo linear
entre A e H, o que nao fica muito evidente nos casos dos graficos A e B. C) FSC-A x SSA-A, mostra o
gate separando a dispersao central da ponta que foi considerada uma subpopulagéo contendo eventos
alterados com tamanho e volume celular (considerados como doublets).

5.1.2 Avaliagao da influéncia da densidade do in6éculo nas aquisigoes

A quantidade de bactérias também foi uma variavel testada para avaliar a
eficacia do citbmetro em contar células de pequena dimensdo. Foram testadas as
concentragdes de 1,5 x 10% células/mL, 7,5 x1 0° células/mL, 1,5 x 10° células/mL e
1,5 x 108 células/mL, cujos resultados estdo dispostos nos graficos 6, 7, 8 e 9
respectivamente. Quanto menor a quantidade de células, maior o tempo de aquisigéo,
0 que pode ser corrigido com a velocidade do fluxo (baixa, média ou alta). Isso faz
com que o tempo de aquisigdo seja 0 mesmo independentemente da quantidade de
bactérias, no entanto, quanto maior o fluxo, menor a resolugao, evidenciando uma
populagdo um pouco mais complexa observada no grafico 4. O gate marcado como
P1 foi considerado eventos provenientes de detritos bacterianos ou ruidos, e
posteriormente foi configurado um threshold (limite) em SSC com valor de 200 (2,3

em escala log de base 10) para eliminar tais eventos das aquisigdes.
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Grafico 6 — Aquisicdo para avaliar quantidade de bactérias em suspensdo 1,5x10°

eventos/mL
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Aquisicao de suspensdo de Escherichia coli ATCC 25922 com concentragdo de aproximadamente 1,5
x 10% eventos/mL. Graficos de tamanho e complexidade. Gate P1 foi posteriormente eliminado com
threshold 200 em SSC.

Grafico 7 — Aquisicdo para avaliar quantidade de bactérias em suspenséo 7,5x10°

eventos/mL
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Aquisicao de suspenséao de Escherichia coli ATCC 25922 com concentragdo de aproximadamente 7,5
x 10% eventos/mL. Graficos de tamanho e complexidade. Gate P1 foi posteriormente eliminado com
threshold 200 em SSC.
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Grafico 8 - Aquisi¢éo para avaliar quantidade de bactérias em suspensao 1,5x108

eventos/mL
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Aquisicao de suspensdo de Escherichia coli ATCC 25922 com concentragdo de aproximadamente 1,5
x 108 eventos/mL. Gréficos de tamanho e complexidade. Gate P1 foi posteriormente eliminado com
threshold 200 em SSC.

Grafico 9 - Aquisigdo para avaliar quantidade de bactérias em suspenséo 1, 5x 108

eventos/mL
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Aquisicao de suspensdo de Escherichia coli ATCC 25922 com concentragdo de aproximadamente 1,5
x 108 eventos/mL. Gréficos de tamanho e complexidade. Gate P1 foi posteriormente eliminado com
threshold 200 em SSC.

5.1.3 Avaliacao da influéncia do tempo entre o preparo da suspensdo e
marcagao sobre tamanho e complexidade

Foi avaliado se o tempo entre o preparo da suspensao bacteriana e a aquisi¢cao
deveria ser uma variavel a ser controlada, e se os corantes seriam influenciadores de
tamanho e complexidade bacterianos. Tais variaveis foram avaliadas pela
necessidade de incubacgao da suspensao bacteriana com os antibidticos para o teste

de sensibilidade. Foram preparados trés tubos com concentracdo bacteriana de
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concentracdo 1,5 x 107 células/mL: suspensdo preparada imediatamente antes da
aquisicao; uma suspensdo preparada e incubada em temperatura ambiente por 15
minutos € uma terceira suspensao preparada e imediatamente marcada com os
corantes iodeto de propidio e laranja de tiazol, cujos resultados estao evidenciados
nos, graficos 10, 11 e 12, respectivamente. Nao foram observadas diferengas nas
populacdes adquiridas nem em relacdo ao tempo, nem em relacdo a possiveis

alteracdes causadas pelo corante.

Grafico 10 - Aquisi¢ao para avaliar diferenca de tempo de aquisicdo — Bactéria

recém preparada
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Escherichia coli ATCC 25922 ndo marcada, suspenséao preparada imediatamente antes da aquisicao

em uma concentragdo 1,5x108 eventos/mL. Gate P1 foi posteriormente eliminado com threshold 200
em SSC.

Gréfico 11 - Aquisigao para avaliar diferenca de tempo de aquisi¢cao — Bactéria
incubada
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Escherichia coli ATCC 25922 nao marcada, suspensao preparada e incubada por 15 minutos antes da
aquisicdo em uma concentragdo 1,5x108 eventos/mL. Gate P1 foi posteriormente eliminado com
threshold 200 em SSC.
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Gréfico 12 -Aquisicao para avaliar diferenca de tempo de aquisicao — Bactéria
incubada e exposta aos corantes
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Escherichia coli ATCC 25922 marcada, suspensdo preparada e incubada por 15 minutos antes da
aquisicdo em uma concentragdo 1,5x108 eventos/mL. Gate P1 foi posteriormente eliminado com
threshold 200 em SSC.

5.1.4 Avaliacao da influéncia do Tween 20 no tamanho e complexidade

Foi feita uma avaliagao da penetragcao dos corantes iodeto de propidio e laranja
de tiazol: um teste com Tween 20 com a bactéria marcada para avaliar a modificagcao
de tamanho e complexidade. O Grafico 13 mostra que a adicido de Tween 20 nao
altera tamanho e complexidade quando comparada com aquisicoes sem esse
composto. O Tween 20 pode ser utilizado para melhorar a permeabilidade de
membrana bacteriana e melhor penetracido dos corantes, no entanto nos ensaios

seguintes, nao houve a necessidade de utilizar o composto para melhorar a marcagao.
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Grafico 13 - Aquisigao para avaliar penetragdo do corante na presenga de Tween 20
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Escherichia coli ATCC 25922 ndo marcada, suspensao preparada e incubada por 15 minutos antes da
aquisicdo em uma concentragdo 1,5x10% eventos/mL com acréscimo de Tween 20. Gate P1 foi
posteriormente eliminado com threshold 200 em SSC.

5.1.5 Teste de marcagdo com os corantes de vitalidade e viabilidade

A avaliacdo dos corantes foi feita em dois tubos, um contendo apenas a
suspensao bacteriana e outro feito da mesma maneira com a adigéo dos corantes. Os
graficos evidenciam a dispersdo da marcagdo dos corantes (por intensidade de
fluorescéncia — escala logaritmica) laranja de tiazol (fluorescéncia verde) x iodeto de
propidio (fluorescéncia vermelha) em (x,y). No grafico 14 ndo ha intensidade para os
corantes de viabilidade e vitalidade. Quando a suspensao é marcada com os corantes,
é possivel perceber uma distribuicdo de eventos com intensidade de fluorescéncia
(Grafico 15). A suspensao bacteriana, mesmo que preparada recentemente,
apresenta uma quantidade de eventos que foram considerados detritos celulares (P1).
Para os experimentos com bactérias expostas a antibiéticos ha a necessidade de

conhecer essa quantidade e elimina-los da analise.
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Grafico 14 — Bactéria ndo marcada — avaliacado da intensidade dos marcadores
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Escherichia coli ATCC 25922 sem marcagédo, suspensao preparada e incubada por 15 minutos antes
da aquisigdo em uma concentragdo 1,5x108 eventos/mL. Grafico de dispersao avaliando corante laranja
de tiazol x iodeto de propidio em (x,y).

Gréfico 15 — Bactéria marcada — avaliagao da intensidade dos marcadores
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Escherichia coli ATCC 25922 com marcagado de corantes laranja de tiazol x iodeto de propidio,
suspensdo preparada e incubada por 15 minutos antes da aquisicdo em uma concentragdo 1,5x108
eventos/mL.
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5.1.6 Determinagao da concentragao inibitéria minima por citometria de fluxo

5.1.6.1 Ensaio piloto para padronizagao da técnica

Inicialmente foram realizados ensaios de padronizagao para a determinagao da
concentracao inibitéria minima utilizando a cepa Escherichia coli ATCC 25922 em
tubos de poliestireno proprios para o equipamento FACS Canto I, utilizando o meio
de cultura caldo MH Il (cation ajustado) e polimixina B, como descrito no item
microdiluicdo em caldo. As concentragdes testadas na padronizag¢ao variaram de 0,06
mg/L até 64 mg/L. Além disso, foram feitos dois controles: controle de esterilidade do
meio de cultura e controle de crescimento bacteriano (suspensao bacteriana nao
exposta ao antibiético testado). A incubacgéo foi realizada por 1 hora e 30 minutos a
37°C em agitador a 300 rpm. Imediatamente apds a incubagao foram realizadas as
aquisicoes. Os ensaios preliminares evidenciaram que ha uma populagao a direita que
se altera, sutilmente (elipse vermelha), conforme a concentracdo do antibidtico
aumenta. A quantidade de eventos adquiridos nos controles de crescimento e
esterilidade foram consideradas 100% e 0% de crescimento, respectivamente. Desta
forma, foi possivel calcular as porcentagens da bactéria em cada concentracao de
polimixina B. Os graficos 16 e 17 demonstram que a partir da concentragéo 0,5 mg/L
ha uma estabilidade na porcentagem de bactérias no gate que se altera em fungao da
concentracdo do antimicrobiano. Provavelmente essa concentragdo correspondente
a concentracao inibitéria minima; no entanto uma grande quantidade de eventos foi
contada em todos os tubos (inclusive no tubo de controle de esterilidade), podendo
ser algum componente presente no meio de cultura ou mesmo contaminacido. A
analise apenas da quantidade populacional é subjetiva e ndo permite a avaliagdo de
populagdes viaveis e inviaveis. Para os testes posteriores o caldo Mueller Hinton
cation ajustado foi esterilizado por filtragdo em membranas com porosidade de 0,22um

e essa populacao nao foi mais observada.
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Grafico 16 — Primeiro ensaio para determinar a CIM em Escherichia coli
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Ensaio piloto para a determinagdo da concentragao inibitéria minima por citometria de fluxo. Note que
ha uma populagédo a direita que diminui conforme aumenta a concentragdo da polimixina B (elipse
vermelha - gate utilizado para o calculo de porcentagens). A populagdo mais densa se apresentou em
todas as aquisigdes, inclusive no controle de esterilidade.

Grafico 17 — Determinacgao da CIM baseado apenas na contagem celular
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Determinagéo da concentragao inibitéria minima em Escherichia coli ATCC 25922 com polimixina B,
incubada por 1 hora e 30 minutos e leitura em citdbmetro de fluxo. Controle de crescimento considerado
100% (primeira coluna - esquerda) e esterilidade 0% (ultima coluna - direita). A estabilizacdo da
porcentagem acontece a partir de 0,5 mg/L (seta preta), podendo corresponder a concentragao inibitoria
minima. De acordo com os critérios de interpretagcao para a cepa em estudo, a variagdo de CIM pode
ser de 0,25 mg/L a 2 mg/L para polimixina B.

ApOs o experimento piloto, varios testes foram realizados para avaliar a

populagao que se alterava com as diferentes de concentragdes do antibidtico. Alguns
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ajustes foram feitos no citbmetro em relacdo a voltagem dos parametros de
fluorescéncia para os canais verde e vermelho (dados nao apresentados), deixando
as populagdes mais centralizadas nos graficos e abaixo da intensidade 3. Foram feitos
quatro experimentos para a determinagcdo da concentracio inibitéria minima com as
cepas Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, um
isolado de Escherichia coli MCR-1 3313 e um isolado de Klebsiella pneumoniae
J9243971. Os resultados de concentragao inibitdria minima feitos por microdiluicdo
em caldo para os isolados Escherichia coli MCR-1 e Klebsiella pneumoniae foram
previamente reportados pela rotina do laboratério Fleury e reconfirmados. Para as
cepas de referéncia foram utilizados os pontos de corte preconizados pelo BrCast.

De acordo com as aquisicdes e analises comparativas entre cada concentragao
(de 0,06 mg/L a 64mg/L), foi possivel determinar a quantidade de bactérias por uL
além de separar os gates de bactérias viaveis (fluorescéncia abaixo de 3 para os dois
marcadores), lesionadas (eventos com fluorescéncia maiores que 3 para o marcador
laranja de tiazol) e inviaveis (eventos maiores que 3 somente para o marcador iodeto
de propidio). Tal marcagdo permitiu, juntamente com a contagem bacteriana,
determinar a concentracao de antibidtico no qual a bactéria apresentava-se em menor
quantidade e determinar as proporgcdes de bactérias viaveis contra as lesionadas e
inviaveis.

Levando em consideragao que a probabilidade de a bactéria ser inviabilizada é
proporcional ao aumento da concentracao do antimicrobiano, a CIM foi determinada
quando o perfil da distribuicdo se alterava para uma propor¢cdo maior de células
inviaveis ou lesionadas e a quantidade de bactérias por uL diminuia. Os dados obtidos
podem ser observados nos graficos 18, 19 e tabela 3 para a cepa Escherichia coli
ATCC 25922, graficos 20, 21 e tabela 4 para a cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, graficos 22, 23 e tabela 5 para a Escherichia coli MCR-1 com concentracao
inibitéria minima para polimixina B previamente conhecida (CIM de 4 mg/L) e graficos
24, 25 e tabela 6 para Klebsiella pneumoniae (CIM de 0,25 mg/L) .

Os dados obtidos nos experimentos iniciais sugeriram que € possivel
determinar a concentragao inibitéria minima por citometria de fluxo para uma bactéria
exposta a polimixina B e incubada apenas por 1 hora e 30 minutos e que o

experimento foi padronizado com sucesso (Tabela 7).
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Grafico 18 — Aquisi¢des por citometria de fluxo para polimixina B em Escherichia coli
sensivel
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Legenda:

Laranja de Tiazol Densidade de células —

Aquisicoes da Cepa de Escherichia coli ATCC 25922 exposta a diversas concentragdes de polimixina
(0,06 a 64mg/L). Notar que a distribuicdo dos eventos adquiridos se movimenta em fungéo da
quantidade de antibiético. Ha uma estabilizagéo a partir da concentragdo 1mg/L.

Tabela 3 — Distribuicao das células de E. coli ATCC 25922 de acordo com a
marcacao por corantes e concentracido de polimixina B
Polimixina B (mg/L)  Viaveis Lesionadas Inviaveis

Contrple de 776 16 11
Crescimento

0,06 10 48 373

0,125 9 128 303

0,25 8 190 224

0,5 13 72 233

1 11 3 87

2 9 15 132

4 9 17 154

8 13 15 156

16 25 13 155

32 25 18 152

64 36 27 154

Dados obtidos das aquisi¢des feitas da cepa de Escherichia coli ATCC 25922. Notar que os valores da
contagem total de células diminuiram em fungdo da concentragdo do antibidtico. Além disso, na
concentracdo de 1 mg/L a relagédo entre as células consideradas viaveis, inviaveis e lesionadas se
altera, podendo indicar a concentragao inibitéria minima para a cepa.
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Grafico 19 — Determinagao da CIM de Escherichia coli sensivel por citometria de
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Gréfico correlacionando os dados do grafico 18 e tabela 3. E possivel aferir que na concentragao de 1
mg/L de polimixina B houve uma queda substancial na quantidade de bactérias/uL. Além disso, de
acordo com as marcagdes realizadas (dados da tabela 3) nota-se que a proporgao de as bactérias
interpretadas como viaveis foi menor.

Grafico 20 - Aquisi¢des citometria de fluxo para polimixina B em Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 — Sensivel
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Legenda:

Laranja de Tiazol Densidade de células —

Aquisicbes da cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 exposta a diversas concentra¢des de
polimixina (0,06 a 64mg/L). Notar que a distribuicao dos eventos adquiridos se movimenta em fungéo
da quantidade de antibiético. Ha uma estabilizagdo a partir da concentragéo 2 mg/L.
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Tabela 4 — Distribuicao das células de P. aeruginosa ATCC 27853 de acordo com a
marcacao por corantes e concentracido de polimixina B
Polimixina B (mg/L)  Viaveis Lesionadas Inviaveis

Contrple de 513 13 92
Crescimento

0,06 485 8 73

0,125 532 16 94

0,25 502 166 106

0,5 7 14 229

1 7 1 130

2 6 1 33

4 6 3 22

8 6 3 24

16 13 1 25

32 10 1 20

64 14 1 20

Dados obtidos das aquisi¢oes feitas da cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Notar que os
valores da contagem total de células diminuiram em fung¢éo da concentragdo do antibiético. Além disso,
na concentragdo de 2 mg/L, a relagéo entre as células consideradas viaveis, inviaveis e lesionadas se
altera, podendo indicar a concentragéo inibitdria minima para a cepa.

Grafico 21 - Determinagao da CIM de polimixina B para Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853
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Gréfico correlacionando os dados do grafico 20 e tabela 4. E possivel aferir que na concentragéo de 2
mg/L de polimixina B houve uma queda substancial na quantidade de bactérias/uL. Além disso, de
acordo com as marcagoOes realizadas (dados da tabela 4) nota-se que a proporgédo de as bactérias
interpretadas como viaveis foi menor.
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Grafico 22 - Aquisi¢des citometria de fluxo para polimixina B em Escherichia coli
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Legenda:

Laranja de Tiazol Densidade de células —

Aquisi¢oes do Isolado de Escherichia coli com MCR-1 exposto a diversas concentragdes de polimixina
(0,06 a 64ug/mL). Notar que a distribuicdo dos eventos adquiridos se movimenta em fungéo da
concentragao de antibiético. Ha uma estabilizagédo a partir da concentragédo 4 mg/L.

Tabela 5 — Distribuicao das células de E. coli MCR-1 de acordo com a marcagao por

corantes
Polimixina B (mg/L)  Viaveis Lesionadas Inviaveis
Controle de 797 40 153
Crescimento

0,06 568 279 116
0,125 192 722 38
0,25 299 742 64

0,5 27 956 9

1 18 1166 12

2 16 897 38

4 14 446 11

8 18 318 5

16 9 236 5

32 12 203 6

64 9 159 8

Dados obtidos das aquisi¢cbes feitas do isolado de Escherichia coli MCR-1. Notar que os valores da
contagem total de células diminuiram em fungdo da concentragdo do antibidtico, além disso na
concentragéo de 4 mg/L a relagédo entre as células consideradas viaveis, inviaveis e lesionadas se
altera, podendo indicar a concentragao inibitéria minima para a cepa.
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Grafico 23 - Determinacao da CIM de Escherichia coli resistente por citometria de
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Grafico correlacionando os dados do grafico 22 e tabela 5. E possivel aferir que na concentragdo de
4mg/L de polimixina B houve uma queda substancial na quantidade de bactérias/uL. Além disso, de
acordo com as marcagobes realizadas (dados da tabela 5) nota-se que a proporgédo de as bactérias
interpretadas como viaveis foi menor.

lodeto de propidio

Grafico 24 - Aquisigcdes citometria de fluxo para polimixina B em Klebsiella
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Legenda:

Laranja de Tiazol Densidads de células —

Aquisigdes de Isolado de Klebsiella pneumoniae exposto a diversas concentragdes de polimixina (0,06
a 64mg/L). Notar que a distribuicdo dos eventos adquiridos se movimenta em fungéo da quantidade de
antibidtico. Ha4 uma estabilizagéo a partir da concentragéo 0,25 mg/L.



63

Tabela 6 — Distribuicdo das células de K. pneumoniae de acordo com a marcagao
por corantes

Polimixina B (mg/L)  Viaveis Lesionadas Inviaveis
Controle de

Crescimento 1453 6 194
0,06 158 1100 580
0,125 8 52 258
0,25 8 5 116
0,5 8 10 123
1 8 15 112

2 7 6 105

4 11 3 97

8 15 3 101
16 12 3 94
32 26 3 73
64 10 2 59

Dados obtidos das aquisigbes feitas do isolado de Klebsiella pneumoniae. Notar que os valores da
contagem total de células diminuiram em fungdo da concentragdo do antibidtico, além disso na
concentracao de 0,25 mg/L a relagédo entre as células consideradas viaveis, inviaveis e lesionadas se
altera, podendo indicar a concentragao inibitéria minima para a cepa.

Grafico 25 — Determinagéo da CIM de Klebsiella pneumoniae sensivel por citometria
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Gréfico correlacionando os dados do grafico 24 e tabela 6. E possivel aferir que na concentragéo de
0,25 mg/L de polimixina B houve uma queda substancial na quantidade de bactérias/uL. Além disso,
de acordo com as marcag0es realizadas (dados da tabela 6) nota-se que a proporgéo de as bactérias
interpretadas como viaveis foi menor.
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Tabela 7 — Correlagao entre intervalo de referéncia para CIM obtida por

microdiluicao e valor obtido por citometria de fluxo ao testar polimixina B

CIM ou faixa Resultado

Cepa testada aceitdvel obtido por CF  Referéncia
(mg/L) (mg/L)
(EUCAST;
Escherichia coli ATCC 25922 0,25-2 1 BRCAST,
2018)
(EUCAST;
Pseudomonas aeruginosa 27853 0,5-4 2 BRCAST,
2018)
Escherichia coli 3313 MCR-1 4 4 -
Klebsiella pneumoniae 19243971 0,25 0,25 -
5.1.6.2 Ensaio de sorting para anadlise de viabilidade e vitalidade bacteriana

e definigdo da interpretacao da CIM por CF

Baseados nos experimentos iniciais, foi proposta a avaliagdo de viabilidade e
vitalidade bacteriana pela técnica de citometria de fluxo com sorting (separacao de
particulas baseadas no fenétipo, adquiridos pelo citdmetro). Os experimentos foram
conduzidos de maneira que fosse possivel diminuir a subjetividade da andlise inicial,
além de mostrar a capacidade de marcacdo de eventos que foram considerados
bactérias viaveis (eventos que ndo sao marcados), bactérias lesionadas (eventos que
sdo marcados por laranja de tiazol e iodeto de propidio) e bactérias inviaveis (eventos
marcados apenas pelo iodeto de propidio). O Grafico 26 mostra as aquisicoes
realizados no equipamento FACS Aria Il para a cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 exposta a polimixina B na faixa de 0,03 a 4 mg/L e controle de crescimento
(sem antibidtico). O Grafico 27 mostra a quantidade de eventos contados e que foram

separados pelo equipamento.



65

Grafico 26 — Distribuigcdo das aquisi¢cdes obtidas durante o sorting bacteriano —

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e polimixina B

27853 POU2_A CCics 27853 POLI 2 B 003 4cs 27853 POLI 2_C 008 fcs 27853 POU 2 D 01254%s

cc 0,03 mg/L 10,06 mg/L 10,125 mg/L

gkl =

27853 POLI2_E Q25 27853 POLI 2 F 05.0cs 2TESAPOLI2 G 14cs IBSIPOLIZ H2 ks

-_g 10,25 mg/L 1 mg/L 2mg/L
R, " i
a -
[
T
o
(]
3.
- Z7TES3 POLIZ [4fcs 27853 POLI2 JCE s
4 mg/L ;_CE

Legenda:
s - E ]
'-. Densidade de células —

Laranja de tiazol
O retangulo verde representa o que foi considerado gate com bactérias viaveis, o retdngulo amarelo o
gate com células lesionadas e o retangulo vermelho foi considerado o gate de bactérias inviaveis. A
faixa de concentracdes testadas para polimixina foi de 0,03mg/L a 4 mg/L, foram incluidos o controle
de crescimento (CC - sem antibiético) e controle de esterilidade (CE -caldo Mueller Hinton sem inéculo).

Grafico 27 - Contagem de particulas sorteadas pelo equipamento.
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Particulas sorteadas por tubo. E possivel correlacionar o volume de amostra adquirido em cada tubo
pela quantidade de particulas contadas pelo citbmetro em cada concentragéo.
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Apos o sorting, foi realizada semeadura de 1uL em triplicata de cada tubo em
agar sangue de carneiro 5%. O volume foi pipetado sobre o0 4gar e semeado em toda
a superficie utilizando uma alga calibrada de 1uL de maneira que fosse possivel a
contagem de colbnias. Apdés 18 horas de incubagao, foi realizada a contagem de
colbnias em cada placa, e calculada a média dos resultados. Os dados foram
agrupados de acordo com a concentragao do antibiético e o respectivo gate conforme
o Grafico 28.

Grafico 28 - Contagem de colbénias dos gates adquiridos pelo sorting
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Grafico de contagem de colbénias de cada amostra adquirida por sorting. A unidade de medida esta

expressa em unidades formadoras de colénia (UCF/ pL).

A partir da contagem de coldnias e comparacdo com os dados obtidos no
citbmetro, é possivel aferir que eventos que se apresentam no grafico, € ndo sao
marcados por iodeto de propidio ou laranja de tiazol (considerados bactérias viaveis),
realmente sio bactérias que apresentam um 6timo crescimento; contudo em
concentracgdes altas de polimixinas, ainda € possivel observar uma certa quantidade
de eventos (Grafico 26), mas que ndo sao células viaveis. A hipotese é de que esses
eventos possam ser atribuidos a presenca de detritos bacterianos ou bactérias nao
viaveis e ndo marcadas. Nao foi possivel separar esses eventos de bactérias viaveis,
contudo n&o ha impacto na analise da determinacéo da concentracgao inibitdria minima

por citometria de fluxo.
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Os eventos que foram marcados pelo laranja de tiazol foram considerados
bactérias lesionadas, por apresentarem permeabilidade ao marcador, provavelmente
pela acdo do antibidtico que possibilita um aumento da permeabilidade das
membranas bacterianas (VAARA, 1992). Houve um crescimento substancial de
eventos que foram considerados bactérias lesionadas. Isso indica que mesmo
apresentando permeabilidade ao laranja de tiazol, as bactérias sdo viaveis e capazes
de crescer apds a retirada do antibiético.

O analise dos eventos considerados inviaveis mostrou que as bactérias se
coram pelo iodeto de propidio, mesmo em concentragdes mais altas de polimixina B.
Nao houve crescimento de bactérias para essa populagdo, a nado ser nas
concentragcbes nas quais a contagem bacteriana foi muito elevada e esse pequeno
crescimento foi considerado como uma sobreposigao de gates ou mesmo outliers que
eventualmente foram contados como bactérias inviaveis.

Uma aliquota de cada concentracao utilizada para o experimento de citometria
de fluxo com sorting foi incubada a 37°C em placa até que atingisse um total de 18
horas para a leitura visual e comparacéao dos resultados com a citometria (Figura 11).
E possivel correlacionar que a concentracdo inibitéria minima para polimixina é aquela
em que a quantidade bacteriana é substancialmente reduzida quando comparada com
o controle de crescimento e quando a populacéo de bactérias lesionadas desaparece
e os eventos que sao adquiridos ponto equivalente a CIM sao apenas os que foram
considerados bactérias inviaveis e uma populagao de detritos ndo corada.

Ha na literatura uma revisao de Muller e colaboradores (2010) que apresenta
resultados de testes com polimixina B e sorting para avaliar o potencial de membrana
em bactérias. O ensaio utilizou Sytox Green e iodeto de propidio para marcagao. Os
gates foram feitos em células marcadas pelo Sytox Green e pelo iodeto de propidio,
com proporcao de eventos de 78% e 1,2% respectivamente. Enquanto o crescimento
de bactérias coradas por Sytox green foi de 92 para 96 células sorteadas os eventos
marcados com iodeto de propidio apresentou apenas crescimento de 1 colbénia, o que
corrobora com os dados apresentados neste trabalho e confirma que o sorting de
células com lesao de membranas forneceu dados consistentes quando marcados com
iodeto de propidio (MULLER; NEBE-VON-CARON, 2010).

A faixa aceitavel para esse controle de qualidade de acordo com BrCast é de
0,5 a4 mg/L, e o resultado adquirido apds 18 horas de incubacéo e pela citometria de

fluxo foi de 0,5 mg/L, portanto valida o resultado em relagdo a exatiddo das
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concentragdes de polimixina B para a cepa padrdo Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (Figura 11).

Figura 11 — Microdiluicdo em caldo para polimixina B em P. aeruginosa
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E‘ NN NN IOHDOOOE
Determinagdo da concentragao inibitéria minima realizada por microdiluicdo em caldo com 18 horas de
incubagao e leitura visual. A placa foi preparada utilizando uma aliquota de cada concentragao utilizada

no ensaio de citometria de fluxo com sorting para polimixina B para a cepa Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853.

Baseado nos resultados do sorting, mecanismo de acao e resultados anteriores
da CF comparados com aqueles obtidos pela microdiluigdo em caldo, foram definidas
diferentes maneiras de interpretacdo da determinagdo da CIM por CF para cada
antibidtico testado (polimixina B, amicacina e meropenem). A polimixina, como ja
evidenciado no experimento de sorting, apresenta a CIM na concentragdo em que a
quantidade de bactérias diminui em relacdo ao controle de crescimento e apresenta
uma populagado marcada pelo iodeto de propidio (bactérias inviaveis) e nédo ha uma
quantidade de bactérias marcadas por laranja de tiazol elevada (bactérias lesionadas).
O movimento da dispersdo dos sinais observados em funcdo do aumento da

concentragéo de polimixina B € mostrado na Figura 12.

Figura 12 — movimentagao da dispersdo dos eventos relacionados ao aumento da
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O eixo x representa a marcagéao por laranja de tiazol e o eixo y a marcacao pelo iodeto de propidio. A
dispersdo adquirida no controle de crescimento apresenta valores de intensidade abaixo de 3 e
consideradas negativas para os dois marcadores (figura da esquerda). Conforme a concentracao de
polimixina € aumentada, ha uma movimentagao na dispersao do sinal adquirido pelo citbmetro para a
positividade para o laranja de tiazol (figura do meio) e conforme a concentragado chega ao ponto da
concentracéo inibitoria, a maioria dos eventos sdo marcados apenas pelo iodeto do propidio (figura da
direita).
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Da mesma maneira observada para a polimixina, os gates para amicacina e
meropenem foram definidos. Em fungdo do aumento da concentracéo dos antibiéticos,
a disperséo do sinal adquirido vai do considerado negativo (controle de crescimento)
para uma zona considerada com positividade para o laranja de tiazol. Quando a
maioria dos eventos obtidos saem de uma zona de intersecdo entre o que é
considerado positivo e negativo para o laranja de tiazol, foi considerado como a CIM.
Para os dois antibidticos, ha uma redugao substancial da quantidade de bactérias
quando comparado com o controle de crescimento e muitos eventos também sao

marcados pelo iodeto de propidio como mostrado na Figura 13.

Figura 13 — Movimentacao da dispersao dos eventos relacionados ao aumento da

concentracido de meropenem e amicacina
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O eixo x representa a marcagéao por laranja de tiazol e o eixo y a marcacao pelo iodeto de propidio. A
dispersdo adquirida no controle de crescimento apresenta valores de intensidade abaixo de 3 e
consideradas negativas para os dois marcadores (figura da esquerda). Conforme a concentragédo dos
antibioticos meropenem e amicacina € aumentada, ha uma movimentagdo na dispersdo do sinal
adquirido pelo citbmetro para a positividade para o laranja de tiazol, ficando na intersegdo do que &
considerado positivo e negativo (figura do meio). Conforme a concentragdo chega ao ponto da
concentragdo inibitdria, a maioria dos eventos se apresentam marcados pelo laranja de tiazol com
tendéncia a marcagéao pelo iodeto de propidio (figura da direita).

A polimixina € um antibidtico bactericida e age contra bactérias Gram-
negativas. E um antibidtico altamente catiénico, enquanto as moléculas do
lipopolissacarideo bacteriano sao anibnicas. Essa diferenca de carga resultante faz
com que ocorram interacdes eletrostaticas e hidrofébicas entre os lipopolissacarideos
e a polimixina B, consequentemente fazendo com que ocorram deslocamentos de
cations bivalentes (calcio e magnésio) presentes na membrana, responsaveis pela
estabilidade da membrana. Uma das hip6teses sobre o mecanismo de acdo das
polimixinas € que a desestabilizacdo da membrana externa leva a ruptura da célula
bacteriana. Essa explicacdo do mecanismo de agcado € amplamente aceita; no entanto,

detalhes precisos de como é a morte bacteriana causada pela agao da polimixina
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ainda nao estao muito claros (O'DRISCOLL et al., 2018; POIREL et al., 2017; TRAN
et al., 2016). Existem outras hipoteses que também sao aceitas, a exemplo de que a
polimixina poderia inibir enzimas respiratérias presentes na membrana, formacéao de
especies reativas de oxigénio e ligacdo ao DNA bacteriano, inibindo sua replicagéo
(CLAUSELL et al., 2003; DERIS et al., 2014). O trabalho de Zhang e colaboradores
mostrou que a polimixina exerceu uma funcgao letal em Pseudomonas aeruginosa sem
afetar a forca da membrana externa (ZHANG et al., 2000). O’Driscoll e colaboradores
(2018) que utilizou citometria de fluxo e microscopia de forgca atbmica, evidenciou que
bactérias expostas a polimixinas diminuiram o seu comprimento e formaram
agregados, no entanto sem que ocorresse lise bacteriana. Dessa forma o autor sugere
que a agao da polimixina n&o é so por perfuragdo da membrana, mas esteja envolvida
com a troca de fosfolipidios da membrana externa com a membrana plasmatica,
inibicdo de enzimas respiratorias ou inducido de espécies reativas de oxigénio,
fazendo com que a célula fique inviavel, mas sem se romper (O'DRISCOLL et al.,
2018). A evidéncias apresentadas por O’Driscoll podem ser relacionadas com dados
observados neste estudo. A distribuicdo das bactérias apds exposicio a polimixina B,
especialmente na concentragao inibitéria minima, evidencia uma populacido positiva
para o iodeto de propidio e negativa para o laranja de tiazol. Esse dado é bastante
diferente do que foi observado para os antibiéticos amicacina e meropenem que
possuem mecanismos de acgao bastante diferentes. A interpretagcao da citometria de
fluxo para determinar a concentracgéao inibitéria minima para esses dois antibiéticos foi
a mudancga do pico negativo da dispersao no eixo X para a positividade do indicador
laranja de tiazol para amicacina, e no caso do meropenem, além do mesmo padréo
observado para amicacina, ha também a dupla positividade de uma parcela da
populagdo nas concentragdes iguais e acima das inibitérias. Em nenhum dos casos
sao observadas bactérias coradas apenas pelo iodeto de propidio. A principal hipétese
€ que nesses casos as bactérias se rompem com exposicdo aos antibidticos apés
algumas geracgoes.

A molécula da amicacina possui natureza catidénica, e assim como a polimixina
B, liga-se primariamente em camadas estruturais anibnicas das ceélulas bacterianas.
Em Gram-negativos, ligam-se aos lipopolissacarideos, fosfolipidios e proteinas
presentes na membrana externa, fazendo com que ocorra uma desestabilizagao da
membrana, aumentando a permeabilidade, de forma que algumas moléculas do

aminoglicosideo penetram no espaco periplasmatico bacteriano. Algumas dessas
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moléculas sio transportadas para o espaco citoplasmatico com participagdo do
sistema de transporte de elétrons, e uma vez no citoplasma, as moléculas do
aminoglicosideo se ligam na por¢cao 30S dos ribossomos, consequentemente fazendo
com que haja producdo de proteinas mal traduzidas. As proteinas aberrantes
produzidas no citoplasma facilitam a entrada de mais moléculas de amicacina,
fazendo com que a célula produza apenas proteinas defeituosas para o
funcionamento celular, resultando na impossibilidade de multiplicacdo e morte
bacteriana (HOUGHTON et al., 2010; RAMIREZ; TOLMASKY, 2017; TABER et al.,
1987; VAKULENKO; MOBASHERY, 2003; VANHOOF; SONCK; HANNECART-
POKORNI, 1995).

Os resultados provenientes da exposicao de bactérias a amicacina mostraram
que em concentragcdes proximas e maiores que a CIM, ocorre uma lesao de
membranas, permitindo a penetracdo do marcador laranja de tiazol, assim como
observado na polimixina B (gate considerado bactérias lesionadas) e uma pequena
permeabilidade concomitante do marcador iodeto de propidio. Ha uma paralisagcéo da
multiplicacédo celular, evidenciada pela contagem bacteriana, o que corrobora com o
mecanismo de acdo dos aminoglicosideos.

O meropenem é um antibiético p-lactamico carbapenémico. Essa classe de
antibidticos exerce a funcao bactericida inibindo a acado das proteinas ligadoras de
penicilina (PBP), impedindo a formagao da parede celular bacteriana. A exposi¢ao de
bactérias ao meropenem faz com que haja uma mudancga estrutural bacteriana na
tentativa de multiplicagao celular, formando bactérias com formas filamentosas até
gue ocorra consequentemente a lise bacteriana (JORGENSEN, S. C. J.; RYBAK,
2018; MOELLERING; ELIOPOULOS; SENTOCHNIK, 1989).

Os resultados observados em bactérias expostas ao meropenem mostraram
que havia um aumento de FSC e SSC quando comparadas com o controle de
crescimento. Uma vez que o parédmetro citométrico Forward Scatter (FSC) representa
o tamanho celular e Side Scatter (SSC) representa de maneira aproximada o peso
seco bacteriano ou conteudo proteico bacteriano, evidencia que a bactéria continua a
sintese proteica apds a exposi¢ao ao antibiético; no entanto ndo conseguem se dividir.
Até certa concentracao a quantidade de eventos permanece constante, corroborando
com o mecanismo de acao do antibiotico, o qual interfere na sintese de parede celular
modificando a estrutura bacteriana (AMBRIZ-AVINA; CONTRERAS-GARDUNO;
PEDRAZA-REYES, 2014; WALBERG; GAUSTAD; STEEN, 1996). Além disso, foi
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observado que na concentragédo equivalente a CIM ou nas concentragdes acima da
CIM, as contagens bacterianas apresentaram-se substancialmente menores que o
controle de crescimento e houve um padrédo de dispersdo com bactérias marcadas

pelos dois indicadores adicionados (laranja de tiazol e iodeto de propidio).

5.1.6.3 Ensaio de reprodutibilidade da determinagdo da concentragao
inibitéria minima por citometria de fluxo para polimixina B e meropenem

O teste de reprodutibilidade é sugerido na tabela 5F do documento M-100 do
CLSI (CLSI, 2019) que é o guia de referéncia sobre a frequéncia do controle de
qualidade para determinagcdao da CIM e para validar testes de sensibilidade de
antibidticos que apresentam resultados satisfatérios no controle de qualidade. A
validacado é sugerida quando ha modificagcbes no preparo do inéculo, estudos de
verificagcdo de métodos implantados e mudancga de incubagdo de 18h para leitura
antecipada da CIM.

Foi realizado o teste de validagdo apenas para polimixina B e meropenem por
motivos praticos e para avaliar a reprodutibilidade da determinagao da CIM por CF.
Os resultados obtidos por CF foram comparados com os limites preconizados pelo
CLSI e BrCast (CLSI, 2019; EUCAST; BRCAST, 2018;2019). A Tabela 8 apresenta
os resultados que mostraram uma correlacido de 100% com resultados obtidos por

leitura visual apds 18h de incubacao.

Tabela 8 — Tabela de resultados obtidos de 20 repeticdes consecutivas com cepa

Escherichia coli ATCC 25922 para meropenem e polimixina B

Numeroda Datado PolimixinaB Polimixina Meropenem Meropenem
replicata ensaio MC (mg/L) BCF(mg/L) MC(mg/L) CF(mg/L)

1 06/05/2019 0,5 0,5 0,03 0,03
2 06/05/2019 0,5 0,5 0,03 0,03
3 06/05/2019 0,5 0,5 0,03 0,03
4 06/05/2019 0,5 0,5 0,03 0,03
5 06/05/2019 0,5 0,5 0,03 0,03
6 07/05/2019 0,25 0,25 0,06 0,06
7 07/05/2019 0,25 0,5 0,06 0,06
8 07/05/2019 0,25 0,5 0,06 0,06
9 07/05/2019 0,25 0,5 0,06 0,06
10 07/05/2019 0,25 0,25 0,06 0,06
11 08/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06

Continua
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Numeroda Datado PolimixinaB Polimixina Meropenem Meropenem
replicata ensaio MC (mg/L) BCF(mg/L) MC(mg/L) CF(mg/L)

12 08/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06
13 08/05/2019 0,25 0,25 0,03 0,06
14 08/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06
15 08/05/2019 0,25 0,25 0,03 0,06
16 09/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06
17 09/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06
18 09/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06
19 09/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06
20 09/05/2019 0,25 0,5 0,03 0,06

Os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast para Escherichia coli 25922 para polimixina B 0,25 a 2
mg/L e meropenem 0,03 a 0,25 mg/L.

Os resultados obtidos na validacao realizada para polimixina B e meropenem
apresentaram valores de CIM dentro dos pontos de corte estabelecidos pelo BrCast.
A concordancia essencial pode variar uma diluicdo para cima ou para baixo da
concentracdo determinada pelo padrao ouro (leitura visual) e, portanto, o ensaio

apresentou concordancia essencial de 100% com a leitura visual.

5.1.6.4 Validagao da determinagao da concentragao inibitéria minima por
citometria de fluxo em concentrados bacterianos de hemoculturas positivas

Concentrados de bactérias Gram-negativas de 51 hemoculturas positivas,
provenientes de pacientes diferentes, internados em hospitais atendidos pelo
laboratério Fleury, foram utilizados para a validagao da determinagao da concentragao
inibitéria minima para amicacina, meropenem e polimixina B, por citometria de fluxo.
O tempo médio gasto para a obtencdo dos concentrados bacterianos a partir da
hemocultura positiva foi de aproximadamente 15 minutos, seguido do protocolo de
determinacao de CIM por CF com incubacgao de 2 horas e a aquisi¢cao pelo citdbmetro
FACS canto, que levou em média de 10 minutos para amicacina e polimixina B e 5
minutos para meropenem. O desenvolvimento do algoritmo em R permitiu que cada
analise fosse realizada em menos de 1 minuto para cada amostra. O tempo médio
total para a obtencdo do resultado para os trés antibidticos a partir dos frascos
positivos de hemocultura para cada isolado foi de aproximadamente de 2 horas e 41

minutos.
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Os testes tradicionais de isolamento, identificacdo bacteriana e teste de
sensibilidade a antibidticos levam aproximadamente 48 horas para obtengcdo dos
resultados, especialmente em hemoculturas, no qual o isolamento inicia-se a partir da
positivagcao do frasco. O menor tempo de liberagcao do resultado é essencial para que
afete decisdes do tratamento inicial e o sucesso do tratamento, principalmente em
infeccbes graves causadas por bactérias multirresistentes. Além disso, impacta
diretamente no tempo de internagéo, melhoria das taxas de mortalidade e morbidade,
além dos custos reduzidos com assisténcia a saude (BARENFANGER et al., 1999;
CHANDRASEKARAN et al., 2018; CHOI et al., 2017; DOERN et al., 1994; INGLIS;
EKELUND, 2019; MACHEN et al., 2014; PEREZ et al., 2013; TRENHOLME et al.,
1989).

Os métodos tradicionais implantados na rotina de microbiologia clinica, levam
em torno de 48h para liberacdo de um resultado para hemoculturas positivas apos a
positivagcao do frasco, o reisolamento do microrganismo que leva de 18 a 24horas e
aproximadamente mais 18h de incubag¢do para o antibiograma de acordo com o
preconizado pelo CLSI e BrCast (CLSI, 2019; EUCAST; BRCAST, 2018;2019).
Quando o frasco de hemocultura fica positivo, as bactérias podem estar misturadas
com aproximadamente 1,0x10° eritrécitos e 1,0 x108 leucocitos por mL de sangue
inoculado. Os equipamentos automatizados utilizados atualmente em microbiologia
clinica (Vitek2, Phoenix e Microscan) e que poderiam liberar resultados de teste de
sensibilidade com bactérias diretamente de hemoculturas, levam aproximadamente 6
horas, tém uma limitagdo de ndo conseguir diferenciar a densidade Oéptica das
bactérias em suspensdo e elementos sanguineos, e por esse motivo também
necessitam do isolamento do microrganismo antes da execugéao do teste (CHOI et al.,
2017). Ha também outras metodologias que ainda ndo estdo disponiveis
comercialmente e conseguem liberar o resultado de culturas realizadas diretamente
de hemoculturas em 6 horas (CHOI et al., 2017).

Existem protocolos publicados com menor incubacdo para isolados
provenientes de hemoculturas positivas (CHANDRASEKARAN et al., 2018; EUCAST,
2019), contudo a incubacao recomendada é de 4 a 8 horas e foi validado apenas para
disco-difusdo, metodologia que fornece dados categéricos de sensibilidade aos
antibiéticos. Chapin (2003), publicou uma validagao utilizando bactérias isoladas

diretamente de hemoculturas positivas com determinagao da CIM de maneira visual e
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incubacdo de 18 a 24 horas com dtima correlacdo de resultados, minimizando pelo
menos 18 horas para o isolamento inicial das bactérias (CHAPIN; MUSGNUG, 2003).

Os trabalhos publicados que utilizam citometria de fluxo para teste de
sensibilidade a antibioticos levam em média de 1 a 6 horas para liberacdo de
resultados categoricos ou de concentragdo inibitéria minima, nenhum executando
analise diretamente de hemoculturas positivas (BROEREN et al., 2013; COHEN;
SAHAR, 1989; GAUTHIER et al., 2002; MARTINEZ et al., 1982; MULRONEY et al.,
2017; ZAHAVY et al., 2018). As medicdes realizadas neste trabalho mostram que o
tempo de andlise é consistente com publicacdes prévias de protocolos utilizando
citometria de fluxo e muito mais rapidas que aquelas que utilizam técnicas tradicionais
ou automatizadas que estdo disponiveis comercialmente, reduzindo de
aproximadamente 48 horas para aproximadamente 3 horas de analise. Trata-se,
portanto, de um ganho substancial de 45 horas para o ajuste terapéutico.

Os resultados gerados pela citometria de fluxo foram utilizados para produgao
de graficos utilizando as fluorescéncias de iodeto de propidio e laranja de tiazol. Os
graficos gerados dos 51 concentrados bacterianos submetidos ao teste de
determinacao da CIM por CF foram disponibilizados no Apéndice deste trabalho. A
interpretacao da citometria de fluxo foi marcada com um retangulo azul, enquanto o
resultado obtido por microdiluicdo em caldo e leitura tradicional foi marcado com um
retangulo vermelho. Os Graficos 29, 30 mostram exemplos de interpretacao para
amicacina para concentrado bacteriano com resultado de sensibilidade e cepa padrao
com resultado de resisténcia, respectivamente. Os Graficos 31, 32 apresentam
exemplos de interpretacdo para meropenem em concentrado bacteriano com
resultado de sensibilidade e cepa padrao com resultado de resisténcia a meropenem,
respectivamente e Gréficos 33, 34 exemplificam a interpretagao para polimixina B em
concentrados bacterianos com resultado de sensibilidade e de resisténcia,

respectivamente.
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Grafico 29 — Resultado de sensibilidade para amicacina determinado por CF e

MC
JECUT R 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25mglL
2 mg/L =

lodeto de propidio

; : Legenda:
Laranja de tiazol = =
Densidade de células —

Concentrado bacteriano BP0860011, Escherichia coli. Isolado apresenta resultado sensivel para
amicacina de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast. Resultado CIM: 8mg/L.
Retangulo vermelho representa o resultado obtido por microdiluigdo em caldo e leitura visual apés 18
horas de incubagéo e retangulo azul o resultado obtido por citometria de fluxo com 2h de incubagéo.

Grafico 30 — Resultado de resisténcia para amicacina determinado por CF e MC

(5 i 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L
O, O O o
0,5 mg.l_IJ.J N 4 mg/Lw'
8 mg/Lw . 64 mgllu_w. :
Legenda:

Laranja de tiazol - ]
Densidade de células —

Cepa padrdo ATCC BAA1705 - Klebsiella pneumoniae. Cepa apresenta resisténcia para amicacina de
acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast. Resultado CIM: 32 mg/L. Retangulo
vermelho representa o resultado obtido por microdiluicdo em caldo e leitura visual apds 18 horas de
incubacao e retangulo azul o resultado obtido por citometria de fluxo com 2h de incubagéao.
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Grafico 31 — Resultado de sensibilidade para meropenem determinado por CF

e MC
G 1 ] 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L
0,5mglL Imgll 2mgll 4mgll
8 mg/L 16 mg/L 32mglL 64 mg/L

Laranja de tiazol Lege?da'
Densidade de células —
Concentrado bacteriano L2193623 - Escherichia coli. |solado apresenta sensibilidade para meropenem
de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast. Resultado CIM: <0,06 mg/L. Retangulo
vermelho representa o resultado obtido por microdiluicdo em caldo e leitura visual apds 18 horas de

incubacao e retangulo azul o resultado obtido por citometria de fluxo com 2h de incubagao.

Grafico 32 — Resultado de resisténcia para meropenem determinado por CF e

MC
(© G T ) 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L
0,5 mgllh.w 1 mg/wa:ﬂ : 2 mg/me-J 4 mgll: mmmmmm
8 mg/L - 16 mg/L - 32 mg/L - 64 mgIL-

Legenda:

1 i o E ]
Laranja de tiazol Densidade de células —

Cepa padrdao ATCC BAA1705 - Klebsiella pneumoniae. Cepa apresenta resisténcia para meropenem
de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast. Resultado CIM: 64 mg/L. Retangulo
vermelho representa o resultado obtido por microdiluicdo em caldo e leitura visual apds 18 horas de
incubagao e retangulo azul o resultado obtido por citometria de fluxo com 2h de incubacgéo.
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Grafico 33 — Resultado de sensibilidade para polimixina B determinado por CF

.CC

0,25mg/L

lodeto de propidio

-4mg/L.

Laranja de tiazol

e MC
.0,03mg/L . 0,06 mgiL

-8 mg/L © 16 mg/L .-

0,125 mg/L

2 mg/ Lr

32 mg/L

Legenda:

| 8 -
Densidade de células —

Concentrado bacteriano L2210228 - Pseudomonas aeruginosa. Isolado apresenta sensibilidade para
polimixina B de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast. Resultado CIM: 0,25 mg/L.
Retangulo vermelho representa o resultado obtido por microdiluigdo em caldo e leitura visual apés 18
horas de incubagéo e retangulo azul o resultado obtido por citometria de fluxo com 2h de incubagéo.

Grafico 34 — Resultado de resisténcia para polimixina B determinado por CF e

‘cc

0,25 mg/L

lodeto de propidio

4 mg/L

Pmas £ 2k

Laranja de tiazol

mMC
05 mglL 1mglL
8 mglL . 16 mglL

0,125 mg/L
2 mg/L

32 mg/L
Legenda:

Densidade de células —

Concentrado bacteriano L2211345 - Morganella morganii. |solado apresenta resisténcia para polimixina
B de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo BrCast. Resultado CIM: 264 mg/L (resultado
esperado em microrganismo intrinsecamente resistente a polimixina B (EUCAST, 2016). Retangulo
vermelho representa o resultado obtido por microdiluicado em caldo e leitura visual apds 18 horas de
incubacao e retdngulo azul o resultado obtido por citometria de fluxo com 2h de incubagéao.
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Os resultados da interpretacéo dos graficos gerados por citometria de fluxo e

das concentracgdes inibitdrias minimas obtidas por leitura visual, apds a incubacao por

18h encontram-se na Tabela 9. Os resultados numéricos estdo expressos em mg/L.

Tabela 9 — Tabela de resultados obtidos da determinagdo da concentragao inibitéria

minima por microdiluicdo em caldo e citometria de fluxo dos concentrados

bacterianos obtidos de hemoculturas positivas.

Nimero do ) _ CiM CF CiM CF CiM CF
Concentrado Microrganismo AMICA AMICA MERO MERO POLI POLI
(mg/lL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
BP0860011 Escherichia coli 8 8 0,06 0,06 0,25 0,125
L2193623 Escherichia coli 8 4 0,06 0,06 0,25 0,125
L2190079 Escherichia coli 8 4 0,06 0,06 0,25 0,125
BP0860386 Pseudomonas aeruginosa 4 4 0,25 0,5 0,5 0,5
L2202496 Enterobacter cloacae complex 2 2 0,125 0,125 0,25 0,25
L2203185 Escherichia coli 8 8 0,125 0,125 0,25 0,125
L2204558 Klebsiella aerogenes 8 8 0,25 0,25 0,125 0,25
L2204970 Enterobacter cloacae complex 8 8 0,06 0,06 0,25 0,125
K9270147 Salmonella sp. 2 4 0,03 0,03 0,5 0,5
L0122031 Klebsiella pneumoniae 2 2 0,03 0,03 0,25 0,125
L0123398 Klebsiella pneumoniae 2 4 16 32 0,125 0,25
L0162009 Escherichia coli 4 8 0,03 0,03 0,125 0,125
LO161705 Escherichia coli 8 4 0,01 0,01 0,06 0,125
L0174970 Escherichia coli 2 4 0,01 0,01 0,125 0,125
L0173433 Salmonella sp. 4 2 0,03 0,03 0,25 0,5
L2203966 Escherichia coli 4 8 0,06 0,125 0,25 0,25
L2211345 Morganella morganii 2 4 0,125 0,5 64 64
L2204558 Klebsiella aerogenes 16 4 0,25 0,25 0,125 0,25
L2210228 Pseudomonas aeruginosa 8 8 0,125 0,125 0,25 0,25
L2220013 Klebsiella variicola 16 16 0,06 0,06 0,125 0,125
L2222184 Klebsiella variicola 2 4 0,06 0,06 0,25 0,25
L2220128 Escherichia coli 16 4 0,06 0,06 0,25 0,25
L2220460 Klebsiella pneumoniae 8 4 64 64 0,125 0,25
L2224197 Klebsiella pneumoniae 8 8 128 128 0,03 0,06
L2251725 Escherichia coli 8 8 0,06 0,06 0,03 0,03
L2264452 Enterobacter cloacae complex 4 4 0,25 0,125 0,5 0,5
L2262945 Klebsiella variicola 1 2 0,06 0,06 1 0,25
L2264339 Escherichia coli 4 8 0,06 0,06 0,25 0,25
BP0866570 Escherichia coli 8 8 0,06 0,06 0,125 0,25
BP0864836 Enterobacter cloacae complex 2 4 0,06 0,06 0,25 0,25
BPM0147590 Escherichia coli 8 8 0,06 0,06 0,25 0,25
BP0865239 Klebsiella pneumoniae 2 2 8 0,5 0,125 0,125
L2270216 Enterobacter cloacae complex 1 2 0,06 0,06 0,25 0,25
L2273487 Escherichia coli 4 8 0,06 0,125 0,125 0,25

Continua
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CiM CF CimM CF Cim CF

C’i‘;’::r:fr::o Microrganismo AMICA AMICA MERO MERO POLI POLI
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
L3010100 Escherichia coli 8 8 0,06 006 025 0,25
L3010142 Escherichia coli 16 8 0,06 0,06 025 0,25
L3010014 Escherichia coli 8 8 0,06 006 025 0,25
L2280193 Klebsiella oxytoca 4 8 0,06 0,5 025 0,25
BPM0147734 Klebsiella pneumoniae 4 8 32 16 0,5 0,5
L2294124 Citrobacter koseri 4 8 0,06 0,06 0,125 0,125
L3010100 Escherichia coli 8 8 0,06 0,06 0,125 0,125
L3021732 Escherichia coli 8 8 0,06 0,06 0,06 0,06
BP0870831 Pseudomonas aeruginosa 2 2 0,25 0,5 1 0,125
L3082000 Pseudomonas aeruginosa 2 1 0,25 0,25 0,25 0,125
L3080203 Escherichia coli 4 4 0,06 0,06 0,125 0,25
L3081698 Klebsiella pneumoniae 1 1 0,06 0,06 0,125 0,125
L3074265 Enterobacter cloacae complex 2 2 0,125 0,06 0,125 0,125
13082117 Pr Oter, :5;7760’5?:3’6”3 4 4 128 128 64 64
L3081574 Escherichia coli 8 8 0,06 0,06 0,06 025
L3091305 Pluralibacter gergoviae 0,5 2 0,06 0,125 0,06 0,125
L3090118 Klebsiella pneumoniae 1 2 0,06 0,06 0,125 0,125

CIM = resultados obtidos por microdiluigdo em caldo, incubagéo por 18 horas e leitura visual.
CF = resultados obtidos por citometria de fluxo com 2 horas de incubagado. AMICA = amicacina, MERO
= meropenem, POLI = polimixina B. Resultados numéricos das concentragbes expressos em mg/L.

Os resultados das duas metodologias foram comparados utilizando os critérios
estabelecidos pelo FDA, conforme descrito nos métodos, para facilitacdo da
interpretacéo dos dados, graficos de disperséo (x,y) foram elaborados (Graficos 35,
36 e 37) para amicacina, meropenem e polimixina B, respectivamente), mantendo o

padrao considerado ouro no eixo y e a metodologia a ser validada no eixo x.
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Grafico 35 — Grafico de correlagéo entre resultados obtidos na determinagéao da CIM

por citometria e fluxo e microdiluicdo para amicacina
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O tamanho e numero do circulo preto simbolizam quantidade de amostras que obtiveram o mesmo
resultado na correlagdo das concentragdes obtidas entre os dois métodos. Linha continua azul com
sombra mostra a correlacédo linear entre os dois métodos. Linhas tracejadas verdes separam as
categorias sensibilidade de sensibilidade intermediaria. Linhas tracejadas vermelhas separam as
categorias sensibilidade intermediaria de resistente. Retangulo vermelho evidencia os erros menores,
retdngulos azuis mostram erros essenciais.

A validacdo da metodologia utilizando o antibiético amicacina apresentou 3
erros essenciais e 3 erros categoricos. Os isolados L2204558 (Klebsiella aerogenes)
e L2220128 (Escherichia coli) apresentaram 16 mg/L para microdiluicdo em caldo e 4
mg/L para citometria de fluxo, os dois isolados foram contabilizados como erros
menores para categoria, assim como erros essenciais, pois a diferenga foi maior do
que uma diluicdo para antibiético entre as metodologias. O isolado L3091305
(Pluralibacter gergoviae) também apresentou um erro essencial com resultado de 0,5
mg/L para microdiluicdo em caldo e 2 mg/L para citometria de fluxo, mas sem
apresentar erro de categoria e o isolado L3010142 (Escherichia coli) apresentou um
erro menor com resultado de 16mg/L para microdiluicdo em caldo e 8 mg/L para
citometria de fluxo, contudo sem apresentar erro essencial. Dessa forma, os
resultados foram 5,88% de erros categéricos e essenciais. A concordancia categoérica

e essencial dos resultados obtidos entre as duas metodologias foi de 94,12%.
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Grafico36 - Grafico de correlagao entre resultados obtidos na determinacao da CIM

por CF e MC para meropenem
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O tamanho e numero do circulo preto simbolizam quantidade de amostras que obtiveram o mesmo
resultado na correlagdo das concentragdes obtidas entre os dois métodos. Linha continua azul com
sombra mostra a correlagédo linear entre os dois métodos. Linhas tracejadas verdes separam as
categorias sensibilidade de sensibilidade intermediaria. Linhas tracejadas vermelhas separam as
categorias sensibilidade intermediaria de resistente. Retangulo vermelho evidencia os erros menores,
retdngulos azuis mostram erros essenciais.

Como observado na Tabela 9, e no Grafico36, para meropenem houve 3 erros
essenciais, sendo que um dos isolados também apresentou um erro categoérico. O
isolado L2211345 (Morganella morganii) apresentou um resultado de 0,125 mg/L na
microdiluicdo em caldo e 0,5 mg/L para citometria de fluxo, enquanto para o isolado
L2280193 (Klebsiella oxytoca) apresentou um resultado de 0,06 mg/L na microdiluigao
de caldo e 0,5 para citometria de fluxo. Ambos resultados nao apresentaram erros
categoricos. O isolado BP0865239 (Klebsiella pneumoniae) apresentou um erro
menor e erro essencial com o resultado de 8 mg/L para microdiluicdo em caldo contra
uma concentracao de 0,5 mg/L obtida pela citometria de fluxo.

Os erros essenciais observados para meropenem foram de 5,88% e erros
menores de 1,96%. Portanto a concordancia essencial entre os resultados obtidos
pelo método padrao ouro contra os obtidos por citometria de fluxo foi de 94,12%,

enquanto a concordancia categorica foi de 98,04%.
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Grafico 37 - Grafico de correlagao entre resultados obtidos na determinacao da CIM
por CF e MC para polimixina B
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O tamanho e numero do circulo preto simbolizam quantidade de amostras que obtiveram o mesmo
resultado na correlagdo das concentragdes obtidas entre os dois métodos. Linha continua azul com
sombra mostra a correlagéo linear entre os dois métodos. Linhas tracejadas vermelhas separam as
categorias sensibilidade de resistente. Retangulos azuis mostram erros essenciais.

Para polimixina B ndo foram observados erros categoéricos, apenas 3 erros
essenciais. O isolado L2262945 (Klebsiella variicola) que apresentou um resultado de
1 mg/L para microdiluigdo em caldo e 0,25 mg/L para citometria de fluxo, o isolado
L3081574 (Escherichia coli) apresentou 0,06 mg/L para microdiluicdo em caldo e
0,125 mg/L para citometria de fluxo e o isolado BP0870831 (Pseudomonas
aeruginosa) que apresentou um resultado de 1 mg/L para microdiluigdo em caldo e
0,125 mg/L para a citometria de fluxo. O erro essencial calculado foi de 5,88%, com
uma correlacao de 94,12% para as técnicas comparadas.

Ao longo das ultimas décadas testes de sensibilidade a antibidticos diretamente
de frascos positivos de hemoculturas foram padronizados por muitos trabalhos,
evitando o subcultivo primario e antecipando o resultado obtido de maneira tradicional
em aproximadamente 24 horas (BARENFANGER et al., 1999; CHANDRASEKARAN
etal,, 2018; CHAPIN; MUSGNUG, 2003; CHOI et al., 2017; COYLE etal., 1984; DE
CUETO et al., 2004; DOERN et al., 1981; DOERN et al., 1994; FAY; OLDFATHER,
1979; INGLIS; EKELUND, 2019; KIEHN; CAPITOLO; ARMSTRONG, 1982;
MACHEN et al., 2014; PEREZ et al., 2013; TRENHOLME et al., 1989; WAITES et
al., 1998; WEGNER; MATHIS; NEBLETT, 1976; WEME, 2018; WIMMER et al.,

2012). Contudo, a maioria dos testes de sensibilidade a antibiéticos utilizados foram
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os tradicionais com leitura visual ou em equipamentos automatizados comercialmente
disponiveis. Em alguns casos utilizando métodos que ainda n&o estdo disponiveis
para laboratérios clinicos no Brasil, a exemplo da microscopia em tempo real. Os
resultados do teste de sensibilidade nesses casos foram obtidos entre 6 e 24 horas.
Além disso, o EUCAST possui um método proprio e validado para a execugao do teste
de disco-difusdo, diretamente de hemoculturas positivas e leitura de resultados em
até 8 horas (EUCAST, 2019).

Ha na literatura a descricdo de muitos trabalhos utilizando a citometria de fluxo
para padronizagado do teste de sensibilidade a antibiéticos (BOWNDS et al., 1996;
BROEREN et al., 2013; COHEN; SAHAR, 1989; FARIA-RAMOS et al., 2013;
FREDRICKS et al., 2006; GAUTHIER et al., 2002; JEPRAS et al., 1997; KIRK et al.,
1998; MARTINEZ et al., 1982; MULRONEY et al., 2017; PINA-VAZ, C. et al., 2005;
SHRESTHA et al., 2011; SOEJIMA et al., 2012; ZAHAVY et al., 2018). (BOI et al.,
2015; GANT et al., 1993; SHRESTHA et al., 2011; SHRESTHA et al., 2012), além
de alguns trabalhos focados exclusivamente em deteccdo de mecanismos de
resisténcia, passo seguinte da rotina de um laboratério apds a determinagdo da
resisténcia de um microrganismo a determinado antibiético (FARIA-RAMOS et al.,
2013; SILVAetal., 2016).

Ndo ha muitas publicagcdes sobre testes de sensibilidade a antibidticos
diretamente de hemoculturas positivas. Um dos trabalhos pioneiros foi o de Cohen e
colaboradores (1989) que utilizou a citometria de fluxo para detectar bactérias em
amostras obtidas de sitios estéreis, além do teste de sensibilidade apenas amicacina
(COHEN; SAHAR, 1989). Ha um trabalho recente publicado e patenteado (patentes
com numeragdes: W0O2011138765A1, WO2012164547 A1 e 9,290,790 B2), que
utilizou citometria de fluxo para determinar a concentragéo inibitéria minima, e
incubacdo de até 2 horas, assim como desenvolvido nesta tese (COSTA-DE-
OLIVEIRA et al.,, 2017). Os autores nao citam quais os marcadores utilizados na
citometria de fluxo, no entanto, de acordo com trabalhos prévios publicados por Pina-
Vaz, C., principal autora e CEO da empresa FASTinov (detentora das patentes),
sugerem que os marcadores provavelmente utilizados foram iodeto de propidio, SYTO
16 e DIBAC4(3) [Bis-(acido dibutilbarbiturico) trimetina oxonol]. Apesar das patentes
citarem de maneira abrangente e genérica os seguintes marcadores fluoresceina
diacetato, auramina, acridina, cianina, fluorona, oxazina, fenantridina, rodamina e a

utilizacdo de quaisquer outros corantes com ligacdo ao acido nucléico ou anticorpos
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marcados. Contudo, nao ha evidéncias de testes utilizando a combinagao de iodeto
de propidio e laranja de tiazol nos trabalhos publicados, sendo este ultimo um
marcador pertencente a classe de corantes organicos cianinas (LESLEY, 2011; NCBI,
NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2019; PINA-VAZ, C.
et al., 2005; PINA-VAZ, C. I. A;; RODRIGUES; ANTUNES; MORAIS; et al., 2012;
PINA-VAZ, C. . A.; RODRIGUES; ANTUNES; ROSARIO:; et al., 2012). Os resultados
de 102 hemoculturas positivas testadas pelo trabalho, mostraram 99% de positividade
para bactérias Gram-negativas, sendo 88,8% Enterobacterales (60% E. coli; 18.9% K.
pneumoniae; 3% Enterobacter spp.; 1% Citrobacter spp.; 2% Proteus spp. € 3%
Serratia spp.) e 10,8% de Gram-negativos nédo fermentadores (9,8% Pseudomonas
spp. e 1% Acinetobacter spp.). O tempo para liberagao dos resultados realizados por
citometria de fluxo foi de aproximadamente 2 horas e os resultados apresentaram
concordancia categorica de 100% para colistina (polimixina E), 96,96% para
amicacina (1,55% de erros menores e 1,77% de erros maiores) e 97,67% para
meropenem (0,78% de erros menores, 0,88% de erros maiores e 6,25% de erros muito
maiores). O ensaio de validagao mostrou de maneira geral uma correlagéo >96% com
o teste considerado padrao ouro (COSTA-DE-OLIVEIRA et al., 2017).

Neste trabalho foram isolados 47 (92,16%) de Enterobacterales (41,18% E. coli;
27,45% Klebsiella spp.; 11,76% Enterobacter spp.; 3,92% Salmonella spp.;1,96% para
Pluralibacter gergoviae; 1,96% Citrobacter koseri; 1,96% Morganella morganii; e
1,96% com 2 microrganismos: Proteus sp. e Klebsiella pneumoniae) e 4 (7,84%) de
bacilos Gram-negativos nao fermentadores (Pseudomonas aeruginosa). O tempo
meédio calculado para a obtencado do resultado foi de 2 horas e 41 minutos. Os
resultados categéricos da microdiluicdo em caldo, que foi considerada padréao ouro,
foram de 47 isolados sensiveis e 1 isolado com sensibilidade intermediaria para
amicacina, 45 isolados sensiveis, 1 isolado intermediario e 5 isolados resistentes para
meropenem e 49 isolados sensiveis e 2 resistentes para polimixina B. As taxas de
concordancia categorica calculadas foram de 94,12% para amicacina (5,88% de erros
menores), 98,04% para meropenem (1,96% de erros menores) e de 100% para
polimixina B.

De modo geral, os resultados obtidos na validagdo da metodologia
apresentaram uma otima correlagcdo >94% com o padrdo ouro, e apenas
apresentaram erros menores, 0s quais ndo possuem um limite como erros maiores e

erros muito maiores (3% e 1,5%, respectivamente), de acordo com a literatura
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consultada e o guia do FDA (FDA, 2009). Apesar da validagao de Costa-de-Oliveira
(2018) ter apresentado erros maiores e muito maiores para alguns antibiéticos, o
numero total de hemoculturas testadas foi 100% maior, incluindo maior quantidade de
bactérias desafio para amicacina e meropenem (16) e os dados de correlagao obtidos
em ambos trabalhos s&o equivalentes, com >90% de correlagdo categodrica e
porcentual de erros dentro do preconizado.

O principal erro critico observado na validagao para o meropenem, foi com o
isolado BP0865239 (Klebsiella pneumoniae), o qual apresentou erro essencial e
categorico (erro menor), apresentando o resultado de 8 mg/L para microdiluicdo em
caldo contra uma concentragdo de 0,5 mg/L obtida pela citometria de fluxo.
Posteriormente observou-se que o isolado era produtor de capsula pelas
caracteristicas do crescimento em agar sangue (colénias mucdides e com alta
viscosidade), o que pode ter interferido no preparo da escala de McFarland, fazendo
com que o teste fosse realizado com um in6culo menor do que o necessario. De
acordo com alguns fabricantes de testes de sensibilidade a antibiéticos, nos casos de
isolados mucdides o aconselhado € um indculo equivalente a escala 1,0 de McFarland
(BECTON, 2010; BIOMERIEUX, 2012; BURNS et al., 2000).

Uma das hemoculturas (L3082117) apresentou positividade para 2 isolados de
géneros diferentes; uma Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos e
Proteus sp., resistente intrinsecamente as polimixinas (EUCAST, 2016). O resultado
obtido foi concordante quando comparado com a microdiluicdo em caldo,
evidenciando que o método é capaz de produzir resultados fidedignos mesmo com
culturas polimicrobianas, por possibilitar a avaliagdo de uma amostra significativa de
populagdes bacterianas inteiras.

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima por citometria de fluxo
obteve uma 6tima correlagao com o método considerado padrao ouro e pode se tornar
um exame rapido, com alta exatiddo em relagdo a concordancia essencial e
categorica, trazendo seguranca para ajustes na conduta terapéutica. Embora a
validacéo apresentada nesta tese tenha obtidos 6timos resultados, ha a necessidade
da realizacdo de uma validacdo com numero de amostras superior, para que seja
possivel aumentar a seguranga do método em relagdo aos erros essenciais e
categoricos, bem como a inclusdo de maior nimero de bactérias desafio (contendo
mecanismos de resisténcia previamente caracterizados, e exemplo da producéo de

diferentes enzimas de resisténcia, alteracdo de permeabilidade, expressdo de
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mecanismos de efluxo), além da necessidade de implementacdo de métodos
matematicos e estatisticos que possibilitem diminuir a subjetividade na interpretagéo

das aquisigoes.

5.1.7 Teste rapido de triagem de resisténcia a polimixina por citometria de fluxo

O primeiro teste realizado foi um teste rapido com polimixina B. Duas bactérias
diferentes foram testadas. Um Proteus mirabilis J9103900 e uma Escherichia coli 3313
resistente a polimixina (concentracao inibitéria minima de 4 mg/L). As suspensdes
bacterianas equivalentes a escala de McFarland 0,5 foram preparadas e expostas a
polimixina, com incubacao de 15 minutos em temperatura ambiente. Trés tubos foram
preparados para este ensaio: (1) suspensao bacteriana sem polimixina, (2) suspensao
bacteriana com polimixina B a 50 mg/L e (3) suspensao bacteriana com polimixina B
a 500 mg/L. Todos os tubos foram marcados com os corantes iodeto de propidio e
laranja de tiazol. Houve uma mudanga do padrao de distribuigdo, indicando que as
células sao afetadas quando submetidas a concentragcbes relativamente altas de
polimixina B (50mg/L e 500mg/L), mesmo quando apresentam resisténcia a
concentracdes de uso clinico. Neste ensaio nao foi utilizada nenhuma cepa ou isolado
sensivel a polimixina (Graficos 38, 39, 40, 41, 42 e 43).

Grafico 38 — Proteus mirabilis nao tratado com polimixina B
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Proteus mirabilis nao tratado com polimixina B. Grafico A mostra a dispersdo em relagéo aos dois
corantes: iodeto de propidio e laranja de Tiazol. Grafico B € a distribuicdo em relag&o ao laranja de
Tiazol. E possivel observar que a distribuigdo muda conforme a concentragdo da polimixina B aumenta.
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Grafico 39 -Perfis de vitalidade e viabilidade de Proteus mirabilis tratado com 50ug
/mL de polimixina B
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Proteus mirabilis tratado com 50ug /mL de polimixina B. Grafico A mostra a dispersdo em relagéo aos
dois corantes: iodeto de propidio e laranja de Tiazol. Grafico B € a distribuicdo em relagéo ao laranja
de Tiazol. E possivel observar que a distribuicdo muda conforme a concentragdo da polimixina B
aumenta.

Graéfico 40 - Perfis de vitalidade e viabilidade de Proteus mirabilis tratado com 500ug
/mL de polimixina B
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Proteus mirabilis tratado com 500mg/L de polimixina B. Grafico A mostra a dispersao em relagéo aos
dois corantes: iodeto de propidio e laranja de Tiazol. Grafico B € a distribuicdo em relagéo ao laranja
de Tiazol. E possivel observar que a distribuicdo muda conforme a concentragdo da polimixina B
aumenta.
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Grafico 41 — Perfis de vitalidade e viabilidade de Escherichia coli ndo tratada com

polimixina B
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Escherichia coli resistente a polimixina, ndo tratada. Grafico A mostra a dispersdo em relagéo aos dois
corantes: iodeto de propidio e laranja de tiazol. Grafico B € a distribuicdo em relagéo ao laranja de
Tiazol. E possivel observar que a distribuigdo muda conforme a concentragao da polimixina B aumenta.

Grafico 42 — Perfis de vitalidade e viabilidade de Escherichia coli tratada com 50ug
/mL de polimixina B
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Escherichia coli resistente a polimixina, tratada com 50mg/L de polimixina B. Grafico A mostra a
dispersao em relagao aos dois corantes: iodeto de propidio e laranja de Tiazol. Grafico B é a distribuigdo
em relacdo ao laranja de Tiazol. E possivel observar que a distribuigdo muda conforme a concentragéo
da polimixina B aumenta.
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Grafico 43 - Perfis de vitalidade e viabilidade de Escherichia coli tratada com 500ug

/mL de polimixina B
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Escherichia coli resistente a polimixina, tratada com 500mg/L de polimixina B. Grafico A mostra a
dispersao em relagao aos dois corantes: iodeto de propidio e laranja de Tiazol. Grafico B é a distribuicéo
em relacdo ao laranja de Tiazol. E possivel observar que a distribuigdo muda conforme a concentragéo
da polimixina B aumenta.

E possivel realizar um teste rapido (aproximadamente 15 minutos) par avaliar
a integridade de células expostas a polimixina B. No ensaio piloto realizado, foi
possivel separar populagbes de células expostas ao antibidtico (de acordo com o
aumento das concentragdes: 0,50 mg/L e 500 mg/L), mesmo se tratando de isolados
com a concentracao inibitdria minima de > 4mg/L, considerados resistentes utilizando
o0 ponto de corte preconizado pelo BrCast. Testes subsequentes precisam ser
realizados para avaliar a possibilidade de separar as populagdes quando utilizadas
concentragcdes do antibidtico préximas ao ponto de corte e com bactérias sensiveis,
podendo ser um teste de triagem para determinar se a bactéria € sensivel ou

resistente a polimixina B em 15 minutos.
5.2 Condutividade de suspensoées bacterianas

O sistema proposto nas metodologias foi montado, no entanto inicialmente os
fios da probe foram feitos de cobre (0 mesmo fio que €& conectado ao
microcontrolador). A equagado descrita nos métodos foi aplicada no algoritmo em
linguagem C++ e salvo no ESP32 utilizando o software IDE Arduino.

Para os primeiros testes foi utilizada uma solucao de cloreto de sédio saturada
e agua deionizada. A partir dos resultados preliminares (dados ndo mostrados) foi
possivel avaliar que quando a probe era inserida na solucdo saturada de cloreto de

sodio o sinal enviado para o controlador ndo era constante. Em face dessa evidéncia
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o algoritmo foi alterado para que houvesse uma estabilizagao do sinal de leitura e uma
média mével de acordo com as ultimas 1.000 leituras, descartando a primeira leitura
e adicionando a ultima leitura na média. A alteracdo na quantidade de leituras nao
mudou substancialmente o tempo de analise, pois cada ciclo de 21.000 leituras leva
menos de 1 segundo. Além disso, foi construido um sistema mecéanico com
rolamentos e um suporte universal para a estabilizacdo da probe para que a
profundidade e posicao do tubo amostral fossem sempre fixos.

Os testes seguintes foram realizados com uma solugéo de sulfato de polimixina
B com concentragdo de 10mg/mL. Foi possivel observar que quando o controlador
ficava incubado por longos periodos, havia uma reagao da probe com o sulfato de
polimixina B, formando provavelmente sulfato de cobre e bolhas de gas,
provavelmente decorrente da eletrdlise da agua. Houve a necessidade da mudanca
do eletrodo para uma ponta de material que ndo reagisse com as substancias
presentes na amostra. Por esse motivo a montagem foi feita com a ponta de platina,
por se ftratar de um metal pouco reativo quimicamente (BRITANNICA,
ENCYCLOPAEDIA, 2018; NCBI, NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION., 2018).

5.2.1 Teste com bactérias sonicadas

Os testes com bactérias foram inicialmente realizados com a cepa Escherichia
coli ATCC 25922 e um isolado de Proteus mirabilis J9103900 ajustados para a escala
de McFarland 4,0. A analise foi realizada com a bactéria integra e com a suspensao
obtida apoés processo de rompimento bacteriano por ultrassom. E possivel inferir,
pelos dados obtidos, que quando a bactéria sofre rompimento, consequentemente
liberando as biomoléculas para o meio extracelular, alteram-se os valores de leitura
de condutividade (Graficos 44 e 45).
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Grafico 44 - Diferenga entre E. coli ATCC 25922 integras em suspensao e apos

sonicacao
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Cada circulo representa uma medida de condutividade. O eixo Y representa o valor analdgico liberado
pelo condutivimetro e o eixo X representa quantidade de leituras. Na faixa de 0 a ~25000 — Suspenséo
de E. coli ajustada para escala de McFarland 4,0. Na faixa de ~25000 a 50000 — Suspenséo de E. coli
ajustada para escala de McFarland 4,0 submetida ao processo de lise por ultrassom.

Grafico 45 — Diferencga entre P. mirabilis J9103900 integras em suspensao e apos

sonicacao
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Cada circulo representa uma medida de condutividade. O eixo Y representa o valor analdgico liberado
pelo condutivimetro e o eixo X representa quantidade de leituras. Na faixa de 0 a ~25000 — Suspenséo
de P. mirabilis ajustada para escala de McFarland 4,0. Na faixa de ~25000 a 50000 — Suspenséao P.
mirabilis ajustada para escala de McFarland 4,0 submetida ao processo de lise por ultrassom.

5.2.2 Teste de triagem com bactérias expostas a polimixina B

Novos experimentos conduzidos utilizando o volume de 90 pyL de suspensao
bacteriana (realizados para E. coli ATCC 25922 e isolado de P. mirabilis) e 10 uL de
solugdo de polimixina B a 20 mg/L, de forma com que a concentragao final fosse de 2
mg/L, por se tratar do ponto de corte, segundo o BrCast para esse antimicrobiano. As
medidas foram realizadas da suspensao bacteriana recém preparada, imediatamente
apds a adicdo de polimixina B e apds 15 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente (Gréaficos 46 e 47). Foi possivel observar a diferenga na condutividade
causada pela adicao da polimixina (diferenca entre as medidas 1 e 2). A bactéria

Escherichia coli (sensivel a polimixina) apresentou uma queda nos valores analdgicos
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depois de 15 minutos de incubagédo com polimixina B (diferenga entre as medidas 2 e

3), enquanto o Proteus mirabilis apresentou um aumento.

Grafico 46 — Escherichia coli ATCC 25922 exposta a polimixina B

Eixo X representa o valor analdgico liberado pelo condutivimetro e eixo X cada tempo analisado: (1)
suspensao bacteriana, (2) suspensao bacteriana acrescida de polimixina a 2 mg/L e (3) apds 15
minutos de incubacgao.

Grafico 47 — Proteus mirabilis exposto a Polimixina B

Eixo X representa o valor analdgico liberado pelo condutivimetro e eixo X cada tempo analisado: (1)
suspensao bacteriana, (2) suspensao bacteriana acrescida de polimixina a 2 mg/L e (3) apds 15
minutos de incubagao.

5.2.3 Teste de reprodutibilidade de medida com polimixina B e sulfato de sédio

Testes adicionais foram realizados para avaliar a reprodutibilidade de medidas
dos sais sulfato de polimixina B e sulfato de sddio. Foram preparados 20 tubos com
solugéo de polimixina B em uma concentracao de 2 mg/L e 20 tubos com solugao de
sulfato de sodio na mesma concentracao. Foi realizada uma medida de cada tubo e
graficos do tipo boxplot foram elaborados para avaliagdo da distribuicdo dos valores
aferidos em cada tubo. Os graficos 48 e 49 mostram que ha uma variabilidade
consideravel entre as medidas, podendo significar falta de precisao para o método de
condutividade. Um dos motivos para a falta de reprodutibilidade foi o tipo de corrente

aplicada no método desenvolvido (utilizagao de corrente continua). Quando a corrente
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continua é utilizada para avaliar a condutividade, os cations migram na solugédo em
diregdo ao eletrodo negativo, enquanto os &nions migram para o eletrodo positivo
(Figura 14). Além disso, pode ocorrer um fenédmeno fisico chamado de “nuvem” de
contra-ions, no qual os ions opostos ndo deixam que a molécula migre para o eletrodo
oposto a sua carga (Figura 15). Para que haja estabilidade na leitura com uma maior
precisao, se faz necessario aperfeigoar o condutivimetro de forma que seja aplicada
uma corrente alternada na suspensdo bacteriana, desta forma os ions nao
conseguirdo se mover de um lado para outro na solugao, pois a cada fragao de tempo
a polaridade dos eletrodos sera alterada (Figura 16) (GRIMALDI, 2018).

Grafico 48 — Teste de reprodutibilidade com sulfato de polimixina B
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Ha uma instabilidade na leitura analégica do microcontrolador, alterando a medida em cada tubo,
podendo resultado em um falso resultado quando testado com bactérias.

Grafico 49 — Teste de reprodutibilidade com sulfato de sédio
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Ha uma instabilidade na leitura analégica do microcontrolador, alterando a medida em cada tubo,
podendo resultado em um falso resultado quando testado com bactérias.
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Figura 14 — Esquema de corrente continua aplicada em meio liquido
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Quando se utiliza a corrente continua para aferigdo da condutividade, os anions tendem a formar uma
camada proxima ao eletrodo positivo e os cations ao eletrodo negativo. Retirado de (GRIMALDI, 2018).

Figura 15 — Nuvem de contra-ions

A “nuvem” de contra-ions ocorre quando ha uma quantidade maior dos ions contrarios a molécula que
esta migrando para seu polo oposto. Esse fendmeno ndo permite a estabilidade de leitura analdgica.
Retirado de (GRIMALDI, 2018).

Figura 16 — Corrente alternada aplicada em meio liquido
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A corrente alternada faz com que os polos se alternem em pequenas fragdes de tempo, ndo permitindo
gue os ions migrem para os polos opostos. Retirado de (GRIMALDI, 2018).
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6 CONCLUSOES

O teste rapido para triagem de isolados resistentes a polimixina B, utilizando
citometria de fluxo funciona com altas concentracdes do antibiético mesmo para
bactérias intrinsecamente resistentes, tem potencial para funcionar com cepas
sensiveis, no entanto concentragbes préximas ao ponto de corte precisam ser
avaliadas com bactérias com CIMs proximas ao ponto de corte.

A determinacéo da concentracao inibitéria minima para amicacina, meropenem
e polimixina B, utilizando citometria de fluxo obteve uma concordéancia superior a 94%
gquando comparada com microdiluicdo em caldo.

O método de condutividade elétrica é capaz de detectar pequenas alteragbes
em meios liquidos, portanto, consegue diferenciar células integras das lisadas, seja

por lise fisica ou por exposi¢ao ao antibiotico polimixina B.
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APENDICE

Algoritmo em linguagem R para preparagéao dos dados em arquivos com
extensdo “.FCS” e analise automatizada da determinagédo da concentragao inibitoria
minima por citometria de fluxo. Foram utilizadas as bibliotecas flowCore
(Bioconductor), ggcyto, stringr e ggplot2. As frases evidenciadas em verde e com o
simbolo “#” indicam os comentarios do algoritmo para facilitar o entendimento do
usuario. Frases em vermelho indicam o local para informar o diretério dos arquivos e
id da amostra.

HHHHHA A Inicio de anadlise #HHHAHHHHHTHHHHHHH
#H#HHHE Algoritmo para determinacao de CIM por CF  ##HHHH#

# Escrito por: Darlan A. C. Rocha #
# email:darlanbiomedico@gmail.com #
# Lembre-se de informar o diretério e id da amostra #

L e L L L L L L L L
#limpar o ambiente RStudio

# Limpar graficos do ambiente RStudio

if(lis.null(dev.list())) dev.off()

# Limpar console do ambiente RStudio

cat("\014")

# Limpar workspace do ambiente RStudio

rm(list=Is())

#carregar bibliotecas utilizadas para a analise R
require(flowCore) #biblioteca para abrir e utilizar arquivos .FCS
require(ggcyto) #fazer graficos de flowset

require(stringr) #trabalhar com strings

require(ggplot2) # biblioteca para graficos

HHAH AR

#numero sequencial e ID da hemocultura (arquivos organizados em pastas com
todos os arquivos na mesma pasta e nomeada com a id da amostra)
experimento="identificacao da amostra'

SR R e

#Indicar o diretdrio
path=paste("~/diretorio/",experimento,"/Antibiotico",sep="")
setwd(path)

#realizar a leitura de todos arquivos fcs em um unico fluxo
fs=read.flowSet()



107

#fazer gate em beads e conta-las
beadsgate=rectangleGate(filterld="nondebris",'FITC-H'=c(25000,75000), 'SSC-
A'=c(12500,50000))

myfilter=filter(fs,beadsgate)

fs4=Subset(fs,my_filter)

c=autoplot(fs4, "FITC-A", "SSC-A",bins = 200)+ylim(0,50000)

d=autoplot(fs4, "FITC-H", "PerCP-Cy5-5-H",bins = 200)

beads= fsApply(fs4,nrow)

#define gates sem debris
nondebris=rectangleGate(filterld="nondebris",' Time'=c(200,750), 'SSC-
A'=c(0.1,262143))

#define filtros
myfilter=filter(fs,nondebris)

#aplica o filtro do gate
fs2=Subset(fs,my_filter)

#define o metodo de transformacao (log10)
tf=transformList(from=colnames(fs2),tfun=log10)

#executa a transformacéo
fs3=tf %on% fs2

# Plot tamanho x complexidade - contagem beads e exclusao de doublets
a= autoplot(fs2,"Time","SSC-A", bins=200)
b=autoplot(fs3, "FSC-A", "SSC-A",bins = 200)

#faz gate somente em singlets e conta bacterias
singlets=rectangleGate(filterld="nondebris",'FSC-A'=c(0.1,5), 'SSC-A'=c(0.1,2.7))
my.filter=filter(fs3,singlets)

fs5=Subset(fs3,my.filter)

e=autoplot(fs5, "FSC-A", "SSC-A",bins = 200) + ylim(2,3) + xlim(2,5)

bacterias= fsApply(fs5,nrow)

bacterias=round(bacterias/550,2)

#plots de fluorescencia provenientes de fs5
f=autoplot(fs5,"FITC-H","PerCP-Cy5-5-H",bins = 200)

#histograma
g=densityplot(~.,fs5,channels=c("FITC-H","PerCP-Cy5-5-H"),xlim=c(1.5,5))

#fazer gate em duplos positivos
duplopos=rectangleGate(filterld="nondebris","FITC-H"=c(3,5), "PerCP-Cy5-5-
H"=c(3,5))

myfilter=filter(fs5,duplopos)
fs6=Subset(fs5,my_filter)
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mortas= fsApply(fs6,nrow)
mortas=round(mortas/550,2)

h=autoplot(fs6, "FITC-H", "PerCP-Cy5-5-H",bins = 200)

data = as.data.frame(cbind(beads,bacterias,mortas))
colnames(data)=c("beads","bacterias","mortas")
x=str_sub(rownames(data),start = 23,end=-5)
y=str_sub(rownames(data),end=-5)

data <- cbind(Concentracoes = x,0Ordem=y, data)

rownames(data) <- NULL

bacM.ul=floor((mortas/beads)*((997*10)/112))

data <- cbind(data,bacM.ul)
bacV.ul=(floor((bacterias/beads)*((997*10)/112)))-bacM.ul
data <- cbind(data,bacV.ul)
relacao=round((mortas/bacterias)*100,2)

data <- cbind(data,relacao)

rownames(data) <- NULL

data1=data[,-c(3,4,5,8)]

library(reshape?2) # reorganizar os dados para fazer grafico empilhado
molten = melt(data1, variable.name = "condicao", value.name = "valores")
i=ggplot(data=molten, aes(x=Ordem, y=valores, fill=condicao)) +

geom_bar(stat="identity")+
theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1))
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# Cria arquivo .PDF para analise e registro do dado e graficos
library(gridExtra)
pdf(file="Resultado.PDF",width=20,height=10)

DT IKQ HhT0O QOO0 T

[
tbl=data
grid.arrange(plt, tbl,
nrow=2,
as.table=TRUE,
heights=c(3,1))
grid.table(data)

dev.off()
HHHIHHI A Fim de analise s



Resultados da determinagao da CIM por MC e por CF.
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1- BP0860011 - Escherichia coli - Meropenem
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1- BP0860011 - Escherichia coli - Polimixina
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3 - L2193623 - Escherichia coli - Amicacina
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3 - L2193623 - Escherichia coli - Meropenem
CC
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3 - L2193623 - Escherichia coli - Polimixina
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4 — L2190079 - Escherichia coli -

lodeto de propidio
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4 — L2190079 - Escherichia coli - Polimixina
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6 — BP0860386 - Pseudomonas aeruginosa - Amicacina
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6 — BP0860386 - Pseudomonas aeruginosa - Meropenem

lodeto de propidio
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6 — BP0860386 - Pseudomonas aeruginosa - Polimixina
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7 — L2202496- Enterobacter cloacae complex - Amicacina
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7 — L2202496- Enterobacter cloacae complex - Meropenem

lodeto de propidio

cC

Mocpenan A CC s

Meropesum G 0-5 3cn

Meroperem K AES
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7 — L2202496- Enterobacter cloacae complex - Polimixina
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9 — L2204558- Klebsiella aerogenes - Amicacina
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10 - L2204970 - Enterobacter cloacae complex - Meropenem
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DCIM por citometria de fluxo

4'0,125 mg/L

Arucacna D O-125%ks

2mg/L

Laranja de tiazol

Amucacra E0-28 ks

. 0,25 mg/L

134
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11 - L2203966 - Escherichia coli - Meropenem
_ Mecpesen A CC ks ﬁ e T — Mercperesn F O-2Lks
“CC 10,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L

SR o

Meropenen G 0-51a Mercpenem M 1.t Meropenen | 20 Mescpenem_J 4k

0,5 mg/L “1 mg/L "2 mg/L "4 mg/L

ki
=
%

lodeto de propidio

Memopenem K ks Meropanem L 1630 Meropenam M 128 Maopenen MW édio

"8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L " 64 mg/L

L S i : ’
4 e =3 AT 2 iy 3 T o Gl T
g Q" e N ﬁz pa Gl

[_Jcim leitura visual Larania de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



11 - L2203966 - Escherichia coli - Polimixina
cC

lodeto de propidio

Polmising ACC s

Puleraena_J & 5cs

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

et

Polmawa [ O-0d ka

0,06 mg/L

Laranja de tiazol

136

Polerning € 0-128 %4

0,125 mg/L

Polmaona | 20
2 mg/L

S
32 mg/L



12 — L2211345 - Morganella morgani - Amicacina

lodeto de propidio

Amcsana A OChos

CcC

Amcacra Fo-Sia

Amscacna S BEs

8 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amecacwn CO-O8Es

0,06 mg/L

Ameaona G 1k

Ameacea D O-128 ks

0,125 mg/L

137

Amscasna E0-25ks

0,25 mg/L

& NI".
el

Amscacna | dks

Laranja de tiazol

Arrecacna M 6 s




12 - L2211345 - Morganella morgani - Meropenem

Meopenan A CC s

CC

lodeto de propidio

Meroperem K Rk

"8 mg/L

R

[__]cM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mecopenmen [ 0-08 o8

10,06 mg/L

Merpenen M1 Ea

"1 mgl/L

Mevoparen L 16 1o

:ll,125 mg/

Merpenam_E 0-12814

L

4m L5

“2mg/L

Merspermm | 2 o

32 mg/L

Mercpenam M 12 1o

:".E?':_- niw

R

Laranja de tiazol

Mercpenem F O-2Ska

0,25 mg/L

Wercomren J 4Xs

4 mg/L

Marcoanem NEd e

138



12 - L2211345 - Morganella morgani - Polimixina

lodeto de propidio

- cc

Poleruwng A CC

0,25 mg/L

Polmima F 0-252s

Parasrn Jdks

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Porusna C0-03ks

0,03 mg/L

Polerara K 8

Potemara D 0-00 i

70,06 mg/L

Poldmiona H 13

“1mgl/L

Fobreena L 18k

Laranja de tiazol

Poberosna B O- 1255

0,125 mg/L

Poberara M X2 ks



140

13 — L2204558 - Klebsiella aerogenes - Amicacina

Asrscncom ACC S Asscncna C 0-08 fos Amucacem D O-12% e Amscacea E 0-2Sics
«CC «-0,06 mg/L 2-0,125 mg/L «-0,25 mg/L

lodeto de propidio

m;n—&.u Amescna G 13a
0,5 mg/L «-1 mg/L
. . =.'_;'|l'= . u-::—_uu- Amicaona M6l s
«{16 mg/L +2-32 mg/L «o- 64 mg/L
DCIM leitura visual Laranja de tiazol

DCIM por citometria de fluxo



13 — L2204558 - Klebsiella aerogenes - Meropenem

lodeto de propidio

Meopenan A OC s

ccC

Meroperem K A ks

8 mg/L

[_cim leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

Meropenem D O0-O k4

0,06 mg/L

Merpanem_H1.ka

Meropane |18 o

Mercpanem EO0-124 ks

0,125 mg/L

Mesoperen 1200
2 mg/L
&
MM:}M
32 mg/L

Laranja de tiazol

5 i

141

0,25 mg/L

Mercperen J 4k
4 mg/L
64 mg/L
=



13 — L2204558 - Klebsiella aerogenes - Polimixina

lodeto de propidio

Polerunea A CC Xs

ccC

Pedruena FO-Z50a

|0,25 mg/L

SEbe
4

Poimiona J 4 i

4 mg/L

:CIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

Poleranea C0-0)1en

0,03 mg/L

b

Pobmuana Go-5ia

0,5 mg/L

Poimoins K Lics

v 3 i i -

0,06 mg/L

Podmoina H 1 ks

1 mg/L

-+ --:‘..

Poleivirs L 16508

16 mg/L

) T

Laranja de tiazol

5,125 mg/L

Polmumna |2 4m

Poberuona M 312 fca




14 - L2210228 - Pseudomonas aeruginosa - Amicacina

lodeto de propidio

Amecacem A CC o Amucscea C 0-08 foa

" ccC 0,06 mg/L

P | P s TS
%623?' 23~ iff. 3 v”..;f?\._.

Amicacen F 0-3k3 R Amcacna G 1ia

S i ¢

Sl

[_IcM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Asmucacra D 0-12% 1

0,125 mg/L

Amcacna Wi

Arrecacew L 32 5cw

Laranja de tiazol

Amicacma £ 0-2550

0,25 mg/L

Amcacna | 4l

T o
£

Arockans M e 1o

64 mg/L

143



14 - L2210228 - Pseudomonas aeruginosa - Meropenem

lodeto de propidio

Maropenem A CC

CcC

Meropersm K Lt

[_Jcm teitura visual
ECIM por citometria de fluxo

Do-DExa

0,06 mg/L

Merpenasn_H 1.k

Meropenen L 161ca

0,125 mg/L

g g s et o
g

Meropenam | 29

Weacperan M 325

Laranja de tiazol

144

_FO-24%s

0,25 mg/L

oz

S ‘«"x‘?:‘,ﬁi@g

Mesopenem _J 44

4 mg/L

Macpersm Kedta

64 mg/L

; -»,.‘vr‘!" “,;,._.I.I' i
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14 - L2210228 - Pseudomonas aeruginosa - Polimixina

Polmivna ACC 3 Polrusina C 0-03 1 Ponmea D 0-08ks Polervana EO-124%s

cc 0,03 mg/L 0,06 mg/L 0,125 mg/L

g
T e . iz :'.‘.'l".
Poleruna 00-41a Polerusna_H 1.k Pobmona 1 250y

=4 1 mg/L
=
Q ; g
g A e r
Q B 2 8
C A543 N
° £ % 3
]
(]
T
o

Poleruona J 450w Poimoina K Bks Posmora L 165 Podmimna M 22 ios

[_JcIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



15 - L2220013 - Klebsiella variicola - Amicacina

Amcacna A CCioy Amwcaces C0-08ks

cc 0,06 mg/L

W

lodeto de propidio

3 4

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

0,125 mg/L

Laranja de tiazol

Amicanos D 0-125%s

Amcacra EO-24ks

. 0,25 mg/L

146
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15 - L2220013 - Klebsiella variicola - Meropenem

Mecoeen AL Merpenem E0-12 ks Meropmen F 0-22%ks
~CC 0,06 mg/L 0,125 mg/L i 0,25 mg/L o

= I.-.-~;A.ns.e..‘_‘_:i'-~-'=.‘_-_'"b 3
Meropesen G 0§ tcn Mercpenen M1 i Maropere | 3 0cs Mecopenem Jafks
9 0,5mg/L oI 1 mg/L = =2 mg/L 4 mg/L
5 i :
‘S s
S .
c L2
8 i %f"‘
9> 3 z
[ oy i 5%

Muroparem L 16 Mocesam M 321 Marcoeram WEdia

*-16 mg/L =32 mg/L - 64 mg/L

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo
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15 - L2220013 - Klebsiella variicola - Polimixina

Podmoina A CC s

“CC

Mﬁ’\l_!ﬂ-ﬂm
o 70,25 mg/L
38
Q
2 -
Q
[}
T
2
[}
©
o
R;n_,l‘lh
“4 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Poimosna C0-03ta Poisnoona D 0-06 4

0,03 mg/L 0,06 mg/L

4- 4=

v ol

M;M.GH!I Poleruang M1 Polemoona | 258
0,5 mg/L "1 mg/L " 2mg/L

m‘—l_llh M;?-_L!l)n Pobrvena M 320
8 mg/L “16 mg/L 32 mg/L

Laranja de tiazol



16 — L2222184 - Klebsiella variicola - Amicacina

lodeto de propidio

Amcacea A OCtes

‘cc

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

70,06 mg/L

Amcacea C0-DREs

Amicaces D O-125%s

70,125 mg/L

149

Ampcacins E0-25%s

0,25 mg/L

Laranja de tiazol




16 — L2222184 - Klebsiella variicola - Meropenem

lodeto de propidio

Meopenen A CC s

-cc

Meropenen G053

=0,5 mg/L
Il-;ow_uato
=8 mg/L
.-«?éxf-_“:-

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

=16 mg/L

o
ko P

Meroparem M1 ks

Msropereen L 1650

Me=cpermm E0-120%s

+0,125 mg/L

Mecoperen | 25

Meropenan M 32100

Laranja de tiazol

-0,25 mg/L

=-64 mg/L

Mercpanem F 0-28ka

Merogesem J 4L

Maopenen NEdia

150




16 — L2222184 - Klebsiella variicola - Polimixina

Polmoena ACC £ Pobmuna C0-03%ca

“CC 0,03 mg/L

Pobmanas O 082

0,5 mg/L

lodeto de propidio

Pobemiona, J & 3o

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

0,06 mg/L

A=

Laranja de tiazol

Polrusna D 0-0F k4

Pobrmuuna_H 1.3

Podmaira L 181

Poderogng E 0-1281%4

0,125 mg/L

"2 mg/L

Polmiona | 2fos

Pofricna M 32 fob

151
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17 — L2220128- Escherichia coli - Amicacina

Amcscen ACCIa Amvcacea C 0-0dta Amicacra D 0-125 1 Amcacna E 0-251cs

_CC p_0,06 mg/L h_0,125 mg/L 3 0,25 mg/L

Amicacia F0-5ks Amecacina G 1 8o Amicacna_H 2is Amicacns | dics

lodeto de propidio

Amicsona_ J8 s m-;i 185 Amcacew_L 32308 Amicacea M&d oy
8 mg/L 16 mg/L 64 mg/L
DCIM leitura visual Laranja de tiazol

DCIM por citometria de fluxo
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17 — L2220128- Escherichia coli - Meropenem

Mecenan A CC b Merpenem E0-124% Mercomenm F 0-25ts
*CC 0,125mg/lL 0,25 mg/L e

Merogenem | 29 Mercosmam_J 4K

lodeto de propidio

Meroperwn K L4 M_LIGIB : ﬂ':w-n_llnh llc-:un-n NEdios
8 mg/L 16 mg/L ~32 mg/L 64 mg/L
'Pi"’ :;9_,3"& o ;EE-
DCIM leitura visual Laranja de tiazol

DCIM por citometria de fluxo
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17 — L2220128- Escherichia coli - Polimixina

‘CC 70,03 mg/L 70,06 mg/L 70,125 mg/lL

lodeto de propidio

. Polersona M1t : Polmumna t 25 :
Podmeena J 4508 M_Ij s u;-_l e Polryena M 32 fox
8 mg/L 16 mg/L 32 mgl/L
DCIM leitura visual Laranja de tiazol

DCIM por citometria de fluxo



18 — L2220460- Klebsiella pneumoniae - Amicacina

Aencacna A CCto

CcC 0,06 mg/L

Amcana C0-Ohks

Amicacra_F 0-5 1o

Ameacna G 1Es

1 mg/L

lodeto de propidio

Amcacha J8ks Amcacna K ¥

[_Jcim teitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amicacna D O-125%s

0,125 mg/L

e acina M 2l

2 mg/L

Amicsons L 32 ks

32 mg/L

Laranja de tiazol

0,25 mg/L

Amcacns EO0-24ts

4 mg/L

Amcacns | Aks

Asrecacna M 64 s




18 — L2220460- Klebsiella pneumoniae - Meropenem

Maopenen A CC i

cC

£ O o

Merzomnem G 08 i

0,5 mg/L

Meropersm W R0

lodeto de propidio

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mevopenem D 0-08 k3

0,06 mg/L

Merpenem H 1

Meropanem L 16 fca

Merpenem EO-122%s

0,125 mg/L

e
Meripenem, | 21cs
2 mg/L
Mecpenam M 325
32 mg/L

Laranja de tiazol

156

Mercpanem F 0-28ks

0,25 mg/L

4 mg/L




18 — L2220460- Klebsiella pneumoniae - Polimixina

lodeto de propidio

Poleninna A OC 4

CC

Poteniing F 0-255c

0,25 mg/L

Potrena J 430

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

Polevans CO0-000

0,06 mg/L

Laranja de tiazol

Polmimns D 0-08 ks

157

0,125 mg/L
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19 — L2224197 -Klebsiella pneumoniae - Amicacina

Amcacna A CClos Amecarea C 008k Amicacna [ 0-124 Amcacns E0-2Sks
cc 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L
v,‘e' 3 R Srax
o =57f = e
' o, " '.-"'IE{._ i ot -

Amcacna FO-Sia Ameacra Gtk Amcxra H2ia

lodeto de propidio

4 2 -] 5 H 3 2

[_JciM leitura visual Laranja de tiazol
:CIM por citometria de fluxo



19 — L2224197 -Klebsiella pneumoniae - Meropenem

lodeto de propidio

Meopesen A CC

ccC

Meroperwm X LEL

[__]cM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mercperem D 0-08 ks

*0,06 mg/L

Merpenem_H 1t

1 mg/L

Meropmnen L 180

16 mg/L

Merpesem E0-129%s

0,125 mg/L

Meropeneen | 21cs

*2 mg/L

Marcoenam M 125

Laranja de tiazol

Mescpanesn F 0-24 1

0,25 mg/L

Meropenem J 41y

159



19 — L2224197 -Klebsiella pneumoniae - Polimixina

lodeto de propidio

cc ' .03 mgiL 10,06 mg/L

—
Posnusna D 0-08 ks

0,25 mg/L '
' 16 mg/L
:CIM leitura visual Laranja de tiazol

:CIM por citometria de fluxo

Poimoien L 180

160

Polervana EO0-125%%

0,125 mg/L

Polmiora_ [ 25cn

Poleraena M 12t




22 — L2251725 - Escherichia coli - Amicacina

Aencacns A OCes

CcC

lodeto de propidio

[_Ic™ teitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amcacens C0-08ks

0,06 mg/L

2
e I
"3 N
,.'_:-'-;‘ - gaiaing
DI % e

AL N

Laranja de tiazol

Amcaces D O-125%6s

0,125 mg/L

o

161

Amcaons E0-24%s

0,25 mg/L

- ~"r;5:"'§ -




22 — L2251725 - Escherichia coli - Meropenem

lodeto de propidio

0,5 mglL

[__]cM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mecpenan A CC i

G0-5cs

Merspenen K Bk

Merpenem H1 kn

Meroparem L 16 o

*16 mg/L

EQ-125%ks

0,125 mg/L

Meropeteen | 2 fen

Maopenen M 12 to

Laranja de tiazol

0,25 mg/L

Fo-22ks

Merogmaen Jd ks

Macpenam Nedla

162



22 - 1225172

lodeto de propidio

Polerming A OC f£4

‘CC

Pobmoons_F 0-2%108

70,25 mg/L

e

Pobmoona J 41c

"4 mg/L

DCIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

5 - Escherichia coli - Polimixina

%
1

Polmosna K Bks

"8 mg/L

Polnaona D 0-08 8

70,06 mg/L

Poleroera H1.ta

Pobrrorra L 163

Laranja de tiazol

Polerogna EO-128%s

70,125 mg/L

Polmmna |25

" 2mg/L

Podryona M 324



23 - 12264452 - Enterobacter cloacae complex - Amicacina

Amcacna A CCla Amcacea C0-04Es

.cc 0,06 mg/L

lodeto de propidio

-8 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

--0,125 mg/L

4

Laranja de tiazol

Amesona D 0-128%

- 0,25 mg/L

Amcacra EO-JLks

164




23 - L2264452 - Enterobacter cloacae complex - Meropenem

lodeto de propidio

Macpenan A CC s

CC

Merogesemn G 0-%ca

Meropecem K8y

[_Jcim teitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mercperemn D 0-08 ks

0,06 mg/L

Merpanem H 1 s

1 mg/L

Warapareen L 1650

16 mg/L

i o
G, v Xl i

165

0,125 mg/L

—
L EO-125s

——
0,25 mg/L

Laranja de tiazol

Merspecemn | 21

Meropenam M 12 fca

Merogenen J 4

Marspenem Kédio




23 - L2264452 - Enterobacter cloacae complex - Polimixina

lodeto de propidio

Polernsina A CC s

“CC

Pobmasna F 0-25%ka

*0,25 mg/L

Pomoora J4ks

4 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Polmisna C 0-03ks

0,03 mg/L

10,5 mg/L

Polrrocen K 85

-8 mg/L

o

Pobmara 0 0-00 s

0,06 mg/L

Polmiena H 11s

Pofmona L 18k

Laranja de tiazol

Polmra £ 0- 280

0,125 mg/L

{

.‘}I: b

&

-2 mg/L —
e
“32mgll
=

166
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24 — L.2262945 - Klebsiella variicola - Amicacina

cc 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L

lodeto de propidio

Ameckcrm K 165 Amcara L3 Amcaona MEdta

Laranja de tiazol

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo



24 — 1L.2262945 - Klebsiella variicola - Meropenem

Macoenen A CC 4

“CC

lodeto de propidio

Meroperem K AEs

8 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,06 mg/L

Mercpenem H 1t

Meropanem L 1830

16 mg/L 32 mg/L

Laranja de tiazol

Merpenen E0-125ks

0,125 mg/L 3

Meroperem | 20

Meozperan M 12t

168

Mercpaen F O-25ks

0,25 mg/L

Mercperem_J Sk

4 mg/L

AR

Mwzperem Nédta

64 mg/L
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24 — L.2262945 - Klebsiella variicola - Polimixina

“CC 0,03 mg/L *0,06 mg/L 0,125 mg/L

8- e - - £-

v Poleriana_G 085 e Potminna | 240
% 0,25 mg/L 0,5 mg/L ‘i1 mg/L 2 mg/L
o
o : ..
o ECrn RS o
[ \ “

4 4=
5 )
GG
i 2 3 ‘ 2 1 " 2 3

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



25 — L2264339 - Escherichia coli - Amicacina

Amucacn ACC i

lodeto de propidio

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,06 mg/L

=1

Amcacna C 0081 Amecacen DO-124

_”_0,125 mg/L

Amcacna G Vi Amcanna H ks

“_2 mg/L

Amcara L 32t

~32mg/L

Laranja de tiazol

Asscacna EO-FEics

0,25 mg/L

170

4 mg/L 3
uman-_;luln
- 64 mg/L




25 — L.2264339- Escherichia coli -

“CC

Mercpenen G 0-5)a

0,5 mgl/L

lodeto de propidio

Mermopenem K 8ks

8 mg/L

4 ,..
[
43

[_Icim leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

"1 mg/L

Mercpenem H 1 ks

Meropanesn L 165

Mespenem EO-125%s

0,125 mg/L

Meropenen | 2im

“2 mg/L

Mercpenem M 124

32 mg/L

Laranja de tiazol

1

171

Mercperem F 0-25840

0,25 mg/L

Mercpenem J 4k

4 mg/L

Maropensm NEdic

* 64 mg/L



25 —L2264339 - Escherichia coli - Polimixina

Poleuses A CC ks Pobruea C0-311s

cc 0,03 mg/L

lodeto de propidio

Polmusra K L

~8mg/L

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Laranja de tiazol

Podmamns [ 0-08 1

10,06 mg/L

- 0,125mg/L

o

172

Porimns E 0-125%s

m‘.uth
1 mg/L
S

e
B
3

Pofemana M 12 o




27 — BP0866570 - Escherichia coli - Amicacina

Amcacma A CCios

cc 10,06 mg/L

0,5 mg/L 1 mg/L

lodeto de propidio

3 '

[_Jcim leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amcacing C0-D8%s

Amcacra Otk

0,125 mg/L

2 mg/L 4 mg/L

173

Amicacka D 0-128%s Amicacna_E 0-28ks

A 0,25 mg/L

Amicacen H i Amicacea_| 4%s

A

Amescna M 68 s

Laranja de tiazol



27 — BP0866570 - Escherichia co

lodeto de propidio

Meopenen A CC 1

cc 0,06 mg/L

Meropenem G 0-51a

0,5 mg/L 1 mg/L

Messperem K BE4

"8 mg/L 16 mg/L

[__]cM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

e g

Mercpénam H1 s

Meropanem L 185

0,125 mg/L 0,25 mg/L
Maropanem_| 2 fes
“2mg/L "4 mg/L
Lt e
“32mgll 64 mglL

Laranja de tiazol

Menpenem EO-128%

174

Mesoparen F 0-25 ks

Meropenen ) dis

Maroperam Nodio



27 — BP0866570 - Escherichia col

lodeto de propidio

Poleromna A CC Ea

“CC

i - Polimixina

0,03 mg/L

Potmisna FO-255

EI0,25 mg/L

Pobmiona J 43

[_Icim teitura visual

DCIM por citometria de fluxo

Pderoiea CO0-03 200

Polrmaons K L8

Potrnna D 0-08 &3

70,06 mg/L

Polrrutna_H 1t

Pobrars L 183s

Laranja de tiazol

175

10,125 mg/L

Polmuna | 2%

Polreana M 12 i

" 32mg/L

Ay

S



28 — BP0864836 - Enterobacter cloacae complex - Amicacina

Amwacen ACC o

lodeto de propidio

..CC

[_Jcm leitur

3

a visual

Amcacna C 0-0f o

...0,06 mg/L

Amcacea G 14

Amcacra K 18ty

Amcaces D 0-125 s

...0,125 mg/L

176

Amcacna E 0-253c

... 0,25 mg/L

Amescna | 45

4 mg/L

Amcacia L 32 5o

Laranja de tiazol

DCIM por citometria de fluxo

Aruchons W84 fo



28 — BP0864836 - Enterobacter cloacae complex - Meropenem
‘cC

Meopenen A CC i

lodeto de propidio

Maropenem K LEs

"8 mg/L

L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Merpenem H1

Meropene L 1620

16 mg/L

Mercpenem £ 0-128 k0

70,125 mg/L

Meropeeen | 2 1oy
2 mg/L
32mgll

Laranja de tiazol

0,25 mg/L

"4 mg/L

64 mg/L

Meccpanem F 0-2Ska

Mercgenem J dky

Marcpenem NEd tox

177



28 — BP0864836 - Enterobacter cloacae complex - Polimixina

lodeto de propidio

Polrrosna A CC ks

CcC

Pofmiena J 43

[_IciM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Potremea CO-031 Poimiona D 0-08 £

0,03 mg/L 0,06 mg/L

Polersmna M1t

1 mg/L

Polmana K Lk Polmerra L 165

8 mg/L 16 mg/L

Laranja de tiazol

178

Polerisina EO-128%s

0,125 mg/L

Polmiina | 25

2 mg/L
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29 — BPMO0147590 - Escherichia coli - Amicacina

Amuacen A CC i Amcacna C 0-083s Amscacen D O-134 Asscacna EO-FEios
cC 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L
Amicacra FD-3ks ﬂu-ll_n (- Amcaona H2ks
- 0,5mg/L -1 mg/L 2 mg/L

lodeto de propidio

4 g 2 3 4 5 2 3 4 5 2 3

[_IcM teitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



29 — BPMO0147590 - Escherichia coli - Meropenem

Mespenen A CC k.

“CC

Mercpesen GO-5ia

2 “0,5mg/L “1 mg/L

3 :

[ SO

S - s _—
T -

o

Meropenen K 2ty Maropanen L 185

8 mg/L 16 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,125 mg/L

2 mg/L

32 mg/L

Laranja de tiazol

Mercomen F 0-25ks

0,25 mg/L

Merpenesn E0-125%s

‘K.l.l'_

s
Gt ?

Megeopenem | 20a Mercpensm J Ay

4 mg/L

R

Meopenam M 312t Maopenen NEdia

64 mg/L

A 'iq'??
N A

180



29 — BPMO0147590 - Escherichia coli - Polimixina

CcC 0,03 mg/L

lodeto de propidio

Poleryona J dtca Poamumns K 8k

8 mg/L

[_Jc™ leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

181

Polmusna [ 0-08 k4 Poberons £ 0-125%s

0,06 mg/L 0,125 mg/L

1 mg/L
16 mg/L o 32 mg/L

Laranja de tiazol



30 — BP0865239 - Klebsiella pneumoniae - Amicacina

lodeto de propidio

Amicacna A OCla

CcC

Amicacna FO-Slo

Amcacna J 8k

8 mg/L

L g

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amcacea CO-08 ks

0,06 mg/L

# )

it
e

Amesana G 1Es

1 mg/L

Amcaona K ¥ oy

16 mg/L

Amcacns D O-125%

0,125 mg/L

Amcaaa H2la

2 mg/L

Laranja de tiazol

0,25 mg/L

Amcaora EO-25 %

64 mg/L

Amcacns | 4ks

Amcacna M6 oy

e T

AR A
O as

182



30 — BP0865239 - Klebsiella pneumoniae - Meropenem

“CC 0,06 mg/L

lodeto de propidio

3 4 5 2 3

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

=0,125 mg/L

Laranja de tiazol

Merpenem E0-123%s

5

-0,25 mg/L

Meropenen F 0-25ks

183



30 — BP0865239 - Klebsiella pneumoniae - Polimixina

lodeto de propidio

Polerimra A CC i3

CcC

Podmmna FO-2%1c

0,25 mg/L

Podrrosna J43a

[__]ciM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

Polerma C 00316

0,03 mg/L

Pobmana G -5l

Polmisna X 8

Polmisng D 0-08 ks

0,06 mg/L

Polemiena_H 1.t

Pobrasra L 160s

16 mg/L

Laranja de tiazol

184

0,125 mg/L

Polminna | 20

Fobmena M 124

32 mg/L



31 -L2270216 - Enterobacter cloacae complex - Amicacina

lodeto de propidio

Amcaona A OC o

cC

Amcacna F0-5ic

Amcacra J Bk

8 mg/L

»

AR T RSERR

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amcxra C0-DREs

0,06 mg/L

=

Amicncna D 0-124 ks

0,125 mg/L

Amcaona O tEs

1 mg/L

Amacacna K 16t

16 mg/L

X i,

Amcacea Mo

2 mg/L

Amicacra L2k

32 mg/L

Laranja de tiazol

185

Amescona E 0-28 ke

0,25 mg/L

Amcacna | 4k

4 mg/L

Amcacna M8 s

64 mg/L

~Fa AR

3y =



31 —-L2270216 - Enterobacter cloacae complex - Meropenem

Mecpenan A OC s

CcC

__,_4-1-'..'1""".}:&.

3. " J
et

Mercpseem G 0-3 1c

0,5 mg/L

lodeto de propidio

Meropenen K 818

8 mg/L

DCIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

0,06 mg/L

Mespner M1 ks

Meropenen L 165

16 mg/L

Mergpenam E 0-128 ks

0,125 mg/L

Masspenen_| 2908

Meopenan M 12t

32 mg/L

Laranja de tiazol

Mercpenem_F 0-2Ska

0,25 mg/L

o
e
%

i

Wercomnen J ks

4 mg/L

Maopenem Nedio

64 mg/L

Y i .f_"-‘ ¥
o AN A
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31 -L2270216 - Enterobacter cloacae complex - Polimixina

Polerusing A CC i Poimiona C0-03%s Poterrn D 0-08 tn Pobrming F 0~ 1251

cC 0,03 mg/L 0,06 mg/L 0,125 mg/L

[y b
B

Potmiona GO-Sts Polnieea H 1l Pobmixna | 20

] 0,5 mg/L 1 mg/L 2 mg/L
T
S
o
S
Q '.. r kv
3 - 2 2
] : >
7] L b *
T
o

Paerara J4ks Posersara K 8o Polerimna L 1650 Poruara M X2k

4 mg/L 8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L

e b e
L ot we N i
¥ =, - ' .

o ¥,

52 :

[_]JcIM leitura visual Larania de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



33 - L2273487 - Escherichia coli - Amicacina

lodeto de propidio

Ameacra ACCla

cc

.

ECIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

10,06 mg/L

']

Amwarea C 0Dk

1 mg/L

4

Amcascna G tEs

Aveencna D O-125%a

..0,125 mg/L

Amscxea Hita

..2 mg/L

.. 32 mg/L

Laranja de tiazol

188

Ameaars E0-25%s

- 0,25 mg/L

]

Amcaona |4k




33 — L2273487 - Escherichia coli - Meropenem

Mocgeran AL o

Merpenem E 0-124 14

cc 0,125 mg/L

Mesopenem G 0-35cs Mespanem H 1t Meropenem | 20

~0,5mg/L "1 mgl/L 2 mg/L

=
=
o .
o .. - g = Ig
S _‘*- b,
Q Y~ 3 £ in
o 2 3
T .
3- 3 T 8 =
3 e =
g ¥
o ..
3 3 ]
Maropenem K RCs Meropenen L 160 Meopenan M 121

8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L

¥

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo

0,25 mg/L

At e

" 64 mg/L

Mercpanen F 0-2% 1

Marogenem Jdks

Maapenem Kéd i

189



33 — L2273487 - Escherichia coli - Polimixina

Polerimes ACC ks

CcC

Poleresea FO-281cs

I0,25 mg/L

D

lodeto de propidio

Podmoena J 41

[_Icim teitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Poleresns C0-00 %08

0,03 mg/L

8-
oy 1
s
A%

Poimauna K L1

Polrisna D 0-08%s

0,06 mg/L

m
0,125 mg/L

Podemora L 161

Laranja de tiazol

Polmisna |25

<




35 -L3010100 - Escherichia coli - Amicacina

lodeto de propidio

_cc

Amcacen ACC 1o

%

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

0,06 mg/L

Amcacna_C 0-08 13

Amicacna_G 153

Amckera K163

Amscaciem D 0-125

0,125 mg/L

Amcacina H2ks

: : ;

Laranja de tiazol

. 0,25 mg/L

Amcacna E 0-253cx

191
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35 -L3010100 - Escherichia coli - Meropenem

lodeto de propidio

Mesopenen E0-125ka Mesnpenem F o-Fits

0,125 mg/L 0,25 mg/L

Meropenem A CC s

“CC

Wl

Merzoerem G 03 1 Merpenem M1 i Meropenem | 253 Mevcosnem J 4k

0,5 mg/L 1 mg/L "2 mg/L "4 mg/L

#

Ve

S . <<

Meropenen W B Meroparssn L 185 Weopanar W 32t Moopenen NEdfa

8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L " 64 mg/L
o R A o

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
:CIM por citometria de fluxo



35 -L3010100 - Escherichia coli - Polimixina
CccC

lodeto de propidio

Polerosea A CC 3

Podmosna J 4t

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

Pobercera CO-01%cs

Powmara K ks

Poamana D O0-08ks

0,06 mg/L

Polmmna H1 ks

Polerara L 188

16 mg/L

Laranja de tiazol

Poleramna EO0-124k4

0,125 mg/L

il b TR %

Polminng | 25

2 mg/L
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36 — L3010142 - Escherichia coli - Amicacina
Amicacen A CC i Amucacna C 0-08 1o Amucacira D 0-125 Amcanna E 5-25 8
. cc .. 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L

-

sl =
Hes, -

1%~ : 35~

lodeto de propidio

3 )

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



36 — L3010142 - Escherichia coli - Meropenem

lodeto de propidio

Marcgsnam A OC ka

Meropenen K A8

8 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Merpanem E0-125 ks

0,125 mg/L

2 mg/L

Mercoeren L 181

Mecoenen M 32 ta

32 mg/L

Laranja de tiazol

195

Mecopanesn F 0-25 s
0,25 mg/L

B
ok

Mercpenem J 4%y

Meopenen Nédia



36 — L3010142 - Escherichia coli - Polimixina

Poimoona A CC kcs Pobrsna_ C 0-03 fo8

“CC 0,03 mg/L

L2
3
<1
o
S
o
(]
T
0
R
(V]
o
k-]
3
Polmisna X 8k

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

~0,06 mg/L

Laranja de tiazol

Polnusea DO-08 £

Pofenisna H 1.k

Podmora L 1850

Poleroing E0-1281ks

>~ 0,125 mg/L

Pobruona | 2o
2 mg/L
e
u-:-n,uan-
32 mg/L

196



37 — L3010014 - Escherichia coli - Amicacina

_,_CC - 0,06 mg/L

o 0,5mg/L 1 mg/L
T o
a

g 5 = 35
o t:

[T '
° :

o - 'a__

< 2

3 -

K]

[_]ciM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amcacns C0-DEjca

.,_0’125 mg/L

Amwcacen D 0-125 5

Laranja de tiazol

Amcacnas 2l

0,25 mg/L

£

&) )
B .

“u?, ot
ps Fu
P, 3 Vi

Amscacna £ 0-28300

Amcsona | 4%

197



37 — L3010014 - Escherichia coli - Meropenem

Meropenam A CCts

lodeto de propidio

“CC

Merqpenen L 8los

[_Icm leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Mempenem 11 ks

Werpenem M 16

Merpeeam F0-120%a

0,125 mg/L

4= el T

“32 mg/L 64 mg/L

Laranja de tiazol

0,25 mg/L

198

Meropmnem F 0-2514

Mesopenen K4t

o
3 H
Maopeem NEdio



37 — L3010014 - Escherichia coli - Polimixina

“cc *0,03 mg/L

lodeto de propidio

[_Icm leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Podmna C 0033

Podmasra K Qs

0,06 mg/L

Laranja de tiazol

Polnona D -8k

Polrosna H1 %

0,125 mg/L

Podmana EO0-12ks

Polmisna | 23

Podmoena M 124

199



38 — L2280193 - Klebsiella oxytoca - Amicacina

lodeto de propidio

Amncacna A CCles

ccC

Amicacma_F 0-210a

Amcacna JBks

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

0,06 mg/L

Amcacea CO0-0d ks

a7 e
’ .‘f{::k'; by o

Amcacna G 1k

0,125 mg/L

Laranja de tiazol

Aenicacna D 0-125 ks

Amicsona L X2 ks

200

Amcacra £0-2Eka

0,25 mg/L

Ampcacna | 4%




38 — L2280193 - Klebsiella oxytoca - Meropenem

lodeto de propidio

Maogersn ALl

“CC

*10,06 mg/L

0,125 mg/L

Mmoo 0 05w

10,5 mg/L

Meropenen K BEL

8 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Meropenem_H1.kx

Meropenenm L 161es

Laranja de tiazol

Mercpenern_E 0-125%8

Marcpenen | 20

Mercpenam M 12 o

* 0,25 mg/L

Mescpenem, F 0-201ks

" 64 mg/L

Merogenen J 4k

Marpenem N6t

201



38 — L2280193 - Klebsiella oxytoca - Polimixina

‘CC 70,03 mg/L

& .-

lodeto de propidio

Potmana K LEs

i

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

70,06 mg/L

Polemoina H1.

16 mg/L

Pobrraara L 163

Laranja de tiazol

Polervena EO0-128%%

0,125 mg/L

Polenoana |2

" 2mg/L

e A S R
R - S R e
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39 — BPM0147734 - Klebsiella pneumoniae - Amicacina

10

lodeto de propid

Avucacrm ACC ta

..CC

Amcacen F 0-5ks

.-0,5 mg/L

Amecacna C 0080

... 0,06 mg/L

15 =

ap-

Amcacra G1ta

Amicacna JE s

{18 mg/L

Amcacra K185

.- 16 mg/L

3

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Amcscen_D 0-12% s

..-0,125 mg/L

358

ap-

-2 mg/L

Laranja de tiazol

Amcacna HIks

Amecaona B 0-24 10

.- 0,25 mg/L

203

Amcacna | 4%

... 64 mg/L

Amcaans MEd o



39 —- BPM0147734 - Klebsiella pneumoniae - Meropenem

lodeto de propidio

Macpsnan A CC ks

CcC

Meropenem K S04

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mecopenmn [ 0-08 8

Mergpenam E 0-128 ks

0,06 mg/L 0,125 mg/L

Meepanem M1 ks

1 mg/L 2 mg/L

Merzpenem | 29cs

Meropanem L 188

Laranja de tiazol

Mercpanem F 0-2Sia

0,25 mg/L

Mercomeem J 4k

4 mg/L

Maopenem Nédia

204



39 - BPM014
‘cc

70,25 mg/L

lodeto de propidio

:Clhh lei

DCIM por citometria de fluxo

7734 - Klebsiella pneumoniae - Polimixina

Polmiina A OC k8 Pobmna C0-03 1

70,03 mg/L

Pobmoena_Fo-2ia

Polmoena ) 4 5o 1 Polmisna K Bk
- 8 mg/L

tura visual

0,06 mg/L

"1 mglL

Laranja de tiazol

Poimisna D 0-08 k3

Polerasna H1%a

Pobrara L 185a

0,125 mg/L

32 mg/L

Pobrumna F0-125%s

Polmisna | 2 fex

Pobmuena M 12

205



42 — L.2294124 - Citrobacter koseri - Amicacina

lodeto de propidio

Amcacma ACCla

. CC

Amicsona FO-Sic

. 0,06 mg/L

Amcans CO-08ks

Amcscns O 1k

Amcacra J ikt

18 mg/L

.16 mg/L

[_JcM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Armcacna K ks

..0,125 mg/L

Ancasna DO-124 %k

..2mg/L

Laranja de tiazol

Amcaciea H 2o

Amcacns LI2kEs

206

Ammeacns_E0-258 s

.. 0,25 mg/L

Amscacna | dks

.J4 mg/L

.. 64 mg/L




42 — 1.2294124 - Citrobacter koseri - Meropenem

lodeto de propidio

Marcpenem A OC b2

-cc

Marogeres K Lks

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mespenem H1 ks

1 mg/L

Mepanen L 1813

s

Mergpanem E0-128ks

70,125 mg/L

Ay

Macpenar. M Xt

32 mg/L

e .

Laranja de tiazol

Mesopanem F 0-25%s

0,25 mg/L

Mescgmnam J Ak

Meaoperen NE4IS

207



42 — L.2294124 - Citrobacter koseri - Polimixina

lodeto de propidio

CcC

Polmuna AT ks

0,25 mg/L

340

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Pobrmyona FO-2500

Pobmymna J 43

Polereuna C 0-014cs

0,03 mg/L

Poimara K L€

208

Poirusna [ 0-08 s

0,06 mg/L

Poleroena H ks

Polmiona |2

2 mg/L

Poimrana L 183 Poderesna M X2 foa

16 mg/L

Laranja de tiazol



43 - L.3010100 - Escherichia coli - Amicacina

lodeto de propidio

Amcaces A CCios Amcacna C0-08 ks

cc 0,06 mg/L

Amicasona FO-5% Amcacna O tks

] 4 2 3

[_IcM teitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amcaces D 0-125%s

0,125 mg/L

Amcara H 2o

Laranja de tiazol

Amcacna LIEES

209

Aernncna EO-25%s

- 0,25 mg/L

Amcacra M6t s

64 mg/L




43 - L3010100 - Escherichia coli - Meropenem

Marcpenen A CC i

CcC

v —_.4-"'-"“‘35‘,1_
AR "iw;,, S

Mercpenen G 0-5fcx

0,5 mg/L

PRI

lodeto de propidio

Maropenen KAk

8 mg/L

DCIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

e g
.

s

0,06 mg/L

Mercpenem_H 1k

"1 mg/L

Meropenem L 1§ 1cs

16 mg/L

Mergpenam _E 0-128 s

0,125 mg/L

bé-

o

370, _-;,__a%}lr.'

Maropene | 2 1o

“2mg/L

Meoperam M 32t

32 mg/L

Laranja de tiazol

Mercpmnan F 0-28 s

- 0,25 mg/L

Meropenem J4ks

~ 4 mg/L

Macperam K64 fa

" 64 mg/L



43 - L3010100 - Escherichia coli - Polimixina

lodeto de propidio

Poleraing A OC 4

CC

Pobroona Fo-251a

0,25 mg/L

Pobrumna J 44

4 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

8 mg/L

Poleresing C 00318

Polrana G 0-Sia

Polmaona K Bk

Polmusns D 0-08 ks

0,06 mg/L

p ‘gé'r 3

Sl e

T

Poleruena H1.ka

1 mg/L

e
- o

Laranja de tiazol

Potrrixra L 185ca

211

Polmiona | 20

2 mg/L

(.‘I N

Poderiona M 32 Sca

32 mg/L



44 — 1.3021732 - Escherichia coli - Amicacina

Amicacen A CC i

cC

lodeto de propidio

[_IcM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amscacna C 0081

0,06 mg/L

Amicacea K 16t

Amcacen DO-25

0,125 mg/L

Amcacna H 2w

Laranja de tiazol

Amcxea |32 %a

212

Amcacns £ O0-2430a

0,25 mg/L

Amcacna | 4o




44 - 1.3021732 - Escherichia coli - Meropenem

10

lodeto de propid

Mecpenan A CC

‘CC

Mesopsnem G 05 fon
0,5 mg/L
8 mg/L |

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mergenem H 1k

“1 mg/L

Maropenen L 188a

"16 mg/L

0,125 mg/L

Meroperem | 20

2 mg/L

Meropenam M 32t

* 32 mg/L

Laranja de tiazol

Mevcpanem E0-124%s

213

Meropenen F 0-29ts

0,25 mg/L

Mecogmnem Jdks

4 mg/L
" 64 mg/L



44 — 1L.3021732 - Escherichia coli - Polimixina

lodeto de propidio

Poleriuna A CC 3

‘cC

Pobruona F O-25 10

70,25 mg/L

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Poteumnas C0-034ca

70,03 mg/L

.).‘k_\ ‘ AP

Pobrana G0-Sio

" 0,5 mg/L

Pomara K L

Poberoeea, EO-125%s

0,125 mg/L

Pobmizira L 181 Pobercera M 32t

Laranja de tiazol

214



45 — BP0870831 - Pseudomonas aeruginosa - Amicacina

lodeto de propidio

Menicacna A OCfes

CcC

Amicacra F 055

Ampcacina JBks

8 mg/L

DCIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

Amcacina CO-Dits

0,06 mg/L

Amcacra G 1Es

1 mg/L

Amcasng K .0

16 mg/L

Amcacna [ O-125ks

0,125 mg/L

Aricacea L2k

32 mg/L

Laranja de tiazol

Amcacna EC0-FSts

0,25 mg/L

Amicacns | Ak

4 mg/L

Asricmcns M 64 s

64 mg/L
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45 - BP0870831 - Pseudomonas aeruginosa - Meropenem
0,06 mg/L

lodeto de propidio

Maopenen A OC o

CcC

A
e P

¥ Rges® e i

0,5 mg/L

Meropersm & Ak

8 mg/L

[__]cM teitura visual
DCIM por citometria de fluxo

1 mg/L

16 mg/L

Motopensm D 0-08 14

Merrcpeemn M1k

S PR

Meropenem L 165

i -,4;5—?«:3, i

Merpenem E0-128 ks

0,125 mg/L

Maropensm | 23

2 mg/L

S

Maopenen M X2 i

Laranja de tiazol

216

0,25 mg/L

Mercpenemn J 4k

4 mg/L

Uroperem Nodio

64 mg/L

3 e pa L



45 — BP0870831 - Pseudomonas aeruginosa - Polimixina

lodeto de propidio

CcC

Poteromna A CC ks

0,25 mg/L

hE

S

4 mg/L

Podenaona J 43

DCIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

Poderveing CO-032cs

8 mg/L

Polmuona K &ks

Polrnimna D 0-08 &3

0,06 mg/L

Polmara L 181

16 mg/L

Laranja de tiazol

Polermng € 0-1281s

0,125 mg/L

Pobmosna 1253

2 mg/L

Foleroona M X2 o

32 mg/L

S
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50 — L3082000 - Pseudomonas aeruginosa - Amicacina

lodeto de propidio

Amcana ACC ks

CC

Amscacna F O-5icn

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amcacny C0-08 ks

0,06 mg/L

Ascaona DO-125 ks

0,125 mg/L

Arvacacien G 1 fea

1 mg/L

Fal A

P SRR
£ S o

Amcacna K M ks

16 mg/L

Amicacra_L Bk

32 mg/L

B0
o

Laranja de tiazol
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Amcacey E0-24a

0,25 mg/L

N

Amcacna Ml

64 mg/L



50 — L3082000 - Pseudomonas aeruginosa - Meropenem

lodeto de propidio

Meropanem ACClen

-
0,5 mg/L
"8 mglL "

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Merogmegen D 0-08 s

0,06 mg/L
1 mg/L !

16 mg/L

Meopenen £ 0- 1255

0,125 mg/L

2mg/L

Meropeen M 32 ks

32mg/L

Laranja de tiazol

219

0,25 mg/L
4 mg/L
" 64 mg/L



50 — L3082000 - Pseudomonas aeruginosa - Polimixina

lodeto de propidio

Poberuona A CC

ccC

. Y 1
e
y'}_-_“f:.

Poimara_Jdks

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Polmisna €0~k

0,03 mg/L

Pobroina O 0-Sts

Poienana K 8

e
$ 5
L L
E
L2 L

Podmiara D 0-0F fon

0,06 mg/L

Polmisna H 1 5ca

Foderiona L 182

Laranja de tiazol

220

0,125 mg/L

Polerining £ O- 1245

Polenana | 2ks

Poleroces M X2 e
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51 — L3080203 - Escherichia coli - Amicacina

Amicacim A CC i Amucaons C 0-08 4 Amvcacia_D 0-124 s Amscacna F 0-251cs
_cc ., 0,06 mg/L ..0,125 mg/L .0,25 mg/L

_2mg/L

lodeto de propidio

_8mglL “ 16 mglL ‘ 32mglL ‘ 64 mglL
DCIM leitura visual Laranja de tiazol

:CIM por citometria de fluxo



51 — L3080203 - Escherichia coli - Meropenem

Macpenen A CC o

lodeto de propidio

“CC

0,5 mg/L "1 mg/L

St e b -

Meroperam K Ak Mergare L 181a

8 mg/L 16 mg/L

[__]ciM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,125 mg/L

Laranja de tiazol

Mergpanem EO0-12 ks

Meroperam | 20

Marioenem M 12 1o

R
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Mytopenen F 0-25 ks

0,25 mg/L

Weropenen J Lk

4 mg/L

Waopeen WELID



51 — L3080203 - Escherichia coli - Polimixina

Potena A OC 4

CC

lodeto de propidio

0,25 mg/L

Poderimna J dics

4 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Pobmuina C0-00%c

0,03 mg/L

Pobruna G 0-8 fa

. f'g’f?;

Poimmng K ks

Polmioena D 0-06 £a

0,06 mg/L

Polmaana_H1 ks

Pobmisrs L 16

Laranja de tiazol

223

0,125 mg/L

Polmoona | 25




52 - L3081698 - Klebsiella pneumoniae - Amicacina

Amcacea ACC o Amwcacea C0-D8 2

Amcacra DO-128 o

lodeto de propidio

cc 10,06 mg/L 0,125 mg/L

'1'"._.:;:- $ 2 .‘4:: Tax N
2 3 H 2 3 H 2
DCIM leitura visual Laranja de tiazol

:CIM por citometria de fluxo

_ 0,25 mg/L

Amcaona £ O0-25500

224
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52 - L3081698 - Klebsiella pneumoniae - Meropenem
‘CC

Mercpanem EO-124ks Meropanen F 0-28 1

=0,125 mg/L : - 0,25 mg/L

Meropenen A CC

L

.Q :‘0’5 mg/L m. o5k . B 1 mgIL Mergpensm M1 2 mgIL Meropenmn 12 1cs N 4 mgIL Metopenen J4ks
T e
~5- : g Z 3
e M ¥ =
b el £
g e >
2 e o5 g
[}]
u &
3
-8 mglL =" 16 mglL e 32 mg/L - 64 mg/L

Wi
ik
A

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



52 - L3081698 - Klebsiella pneumoniae - Polimixina

Pokmusna A CC ke Pobrimna_C 0-00 fes

“cc 0,03 mglL

Potmoena FO-25ta Polmana G 05l

70,25 mg/L 0,5 mg/L

lodeto de propidio

Polrmna J 48 Poamosna K ks

e oo Cd o 2 . i
- ‘_;‘ " AR 'f".a',":!_t_'-f‘_"-

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Polmiena D 0-08 1

0,06 mg/L

Pofmusna M1

"1 mg/L

Pobmorm L 180

Laranja de tiazol

226

0,125 mg/L

Polmixing | 25

Poberoona M 22 s
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53 — L3074265 - Enterobacter cloacae complex - Amicacina

Amscacins A CC fen Amcacns C 0-D8ca Asrecacrs D 0-10% t0s Aspcaons £ 0-2%0en

“cc i 0,06 mg/L 0,125 mg/L 0,25 mg/L

2 “0,5mg/L “"1 mg/L ' "4 mg/L

T

2. B

o

S

o s

T

O .

k]

T

2 Ly
*8 mglL | “ 16 mg/L 32 mgl/L ' 64 mgl/L '
DCIM leitura visual Laranja de tiazol

DCIM por citometria de fluxo



53 — L3074265 - Enterobacter cloacae complex - Meropenem

U Merapenem A CCles e
cc | 0,06 mgiL

A

& St S FEBE LA
& : KA
Y . &

10,125 mg/L

o 70,5mglL = "1 mglL . “2 mglL
©
2. " ?
o
o
o E
T . ! =5
e e e = =
o SRS T TR _ o
o
2 Meroperem W 8 ioy < Mecpsnam L 1641 :
8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L
[_]cIM leitura visual Laranija de tiazol

DCIM por citometria de fluxo

Mercperem | 254

Mercperam M 32 k3

228

Merpenemn F0-2%3a

0,25 mg/L

Maropenam _J4 ks

Meroparem N &4 k1

" 64 mg/L



53 — L3074265 - Enterobacter cloacae complex - Polimixina

CcC

Polrruwra ACC i

e

=

W ¥

et

0,25 mg/L

lodeto de propidio

4 mg/L

Polmisna F 0-25%s

Pomes_J 4

Tdiar

R
e 2

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Polmuina C 0-03 %8

0,03 mg/L

Polmamra_K 8.0

8 mg/L

i

e

Pobervara D O-08 3

0,06 mg/L

Polmimna H 13a

- 1mg/L

Polryens L 185

16 mg/L

{ %)

Laranja de tiazol

0,125 mg/L

Poleroana | 2k

2 mg/L

Polerorea M 328



54 — L3082117 - Proteus sp + Klebsiella pneumoniae - Amicacina

Amwacva A CCia Asucacna C 0-0d ics Amcacen D 0-125 ks

_cc 0,06 mg/L 0,125 mg/L

o 05mg/L 1 mg/L :
T~ i
2
2 i3
o
[}]
T - f
e
D . SRS
3 _
k

8mglL : 16 mg/L ' 32 mgl/L '

3 ‘4 1 2 3 : ' : 5

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo

0,25 mg/L

Amicacina E 0-2550s

Amcacra Medla
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54 — L3082117 - Proteus sp + Klebsiella pneumoniae - Meropenem

70,06 mg/L

lodeto de propidio

Meaopenen A CC i

CC

Mercosnem G 08t

0,5 mgl/L

Meroperem K EEL

[__]cM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mecopernem D O0-O8 ks

Merpenem Hi

Meropanam L 16 1cs

16 mg/L

gy
O

Merpenemn EO-122%s

70,125 mg/L

Meropenem | 23c

“2mg/L

o

Maropenan M X2 fos

32 mg/L

Laranja de tiazol

Mercpenem F 0-24 ks

0,25 mg/L

Mescosrem Jaky

"4 mg/L
o3
“e4mgl
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54 — L3082117 - Proteus sp + Klebsiella pneumoniae - Polimixina

Powmumna ACC ks Pobmmna C0-03 3 Polmoens D 0-0814

cc 0,03 mg/L 0,06 mg/L

Polerosing_F 0-255c Polervmna_H 1.0

o 0,25 mg/L

3

Q ST

o - GRS ‘ i
s i :

- ke

° 3 3

[} -5 £

H o

Polrenna 3 43 Poimana K 80

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo

PokersanaE 0-125 k4

0,125 mg/L
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55 - L3081574 - Escherichia coli - Amicacina

Amicaona A OCla Amcacng C0-08 ks Ameacns D O-12511 Amecacns E0-25%s

_CC ..0,06 mg/L ..0,125 mg/L .. 0,25 mg/L

Amcacna |4xs

lodeto de propidio

Amceons L32ks Amcacna M& o

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo
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55 — L3081574 - Escherichia coli - Meropenem

“CC

lodeto de propidio

Mercpenen A CC i

Meroperem K 8k

DCIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

Merpenem EO-12814

0,125 mg/L

Merspanem F 0-28k4

0,25 mg/L

Mercoenen JEXs

M poen M1 i Weroperem |25

1 mg/L 2 mg/L 4 mg/L
N é “#
':':IL'T g A L T i :ef"" ke
> LA ok B
Meropere L 160 Mocpenan M 3Zfa Mecpenam Mol ta
16 mg/L 32 mg/L " 64 mg/L

Laranja de tiazol



55 — L3081574 - Escherichia coli - Polimixina

cc 0,03 mg/L

lodeto de propidio

Pobroena J &0

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Poberuena C 0-0)fcs

Podmasna K LEs

Poleroama_H 1 s

Pobmaea L 161

Laranja de tiazol

s

Polerouna EO-125%s

0,125 mg/L

e
Polmiora | 200
2 mg/L
oLty
e
R;_.U s
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56 — L3091305 - Pluralibacter gergoviae - Amicacina

lodeto de propidio

Amcacea A CCia Amscacna C 0-085ca

cc 0,06 mg/L

Amcaces G1ia

1 mg/L

Ancacra JE o Amecacra K 181

8 mg/L 16 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Arscacen D O-125 4

0,125 mg/L

Amcacna M2

2 mg/L

Amcaea L A2 io

32 mg/L

Laranja de tiazol

Amicacna E 0-2550s

0,25 mg/L

Amicaona | 45

4 mg/L
64 mg/L '

O A
Vgl
T
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56 — L3091305 - Pluralibacter gergoviae - Meropenem

lodeto de propidio

—
Mecganen A OC ks e Merpenem E 0-125ks

cc 0,06 mg/L

0,125 mg/L

£ B 2 e
R sl i
Meropenam G O-5 i Mermpesem H1 Marzgerem | 21
0,5 mg/L 1 mg/L 2 mg/L
5% ,.*,n : -
8 mg/L 16 mg/L 32 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Laranja de tiazol

Meropmen F 0-24ts

0,25 mg/L
Mercpenen J 4k
4 mg/L
64 mg/L "
a

237



56 — L3091305 - Pluralibacter gergoviae - Polimixina

lodeto de propidio

Polerana ACC 3

CC

Polmuona FO-T5tm

0,25 mg/L

v

Podmoona J 45

4 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

8 mg/L

A
T

Poleresina C 003 9cs

Polrana G0-31a

Foimaina K Ay

0,06 mg/L

238

0,125 mg/L

1 mg/L

A

*d

Wi rnd

16 mg/L

¥
AR .

'
i

Laranja de tiazol

Poleroona M1.s

Porara L1680

Polmiona | 20

Poderuona M X2 o

32 mg/L

"‘?’l Y
P



57 — L3090118 - Klebsiella pneumoniae - Amicacina

“cc 0,06 mg/L

as-

Amwcacen D O-12% 4
70,125 mg/L

ag-

3s-

“0,5mg/L “11 mg/L

lodeto de propidio

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Laranja de tiazol

0,25 mg/L

Amcacns E 0-T5ta

" 64 mg/L

Amcacna | 4f

239

Amicacna M4 tc




57 — L3090118 - Klebsiella pneumoniae - Meropenem

lodeto de propidio

Mecpenen A CC s

“cC 0,06 mg/L

n = .
0,5 mg/L — -1 mglL -
Meropenem K AES Maropane L 18 i
=8 mg/L *-16 mg/L
5

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

=0,125 mg/L

Maroperem | 31c

Meopenan M 32 oy

Laranja de tiazol

Merpenem EO-125ks

i e
% R 3
=

Meropeaen F 0-29ts

- 0,25 mg/L

Merogmnee J 4y

Maropenem N6 io

- 64 mg/L
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57 — L3090118 - Klebsiella pneumoniae - Polimixina

lodeto de propidio

CC

Polmisna ACC s

0,25 mg/L

“4 mg/L

Polmimna_F 0-255cs

Poderoona J 45

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Pobmuna_C 0-03 %

*0,03 mg/L

Poimoina K B

Polmmea D 0-08 ks

~0,06 mg/L

Polerina_H 1%

Polraira L 185

Laranja de tiazol

241

0,125 mg/L

Podmumna M 12ty




T1 — K9270147 - Salmonella sp. - Amicacina

lodeto de propidio

Amcacea A CCios

.CC

[_Icim leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

. 0,03 mg/L

Amecacna B 0-00

. 0,06 mg/L

Amscacns_C 0-08fos

..1 mg/L

Laranja de tiazol

242

Amwcacra DO-125 18

.. 0,125 mg/L
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T1 - K9270147 - Salmonella sp. - Meropenem

lodeto de propidio

Macpenan A CC Mesogmen B 0-003 0o Mergenem C0-008 ks Meogesen [0-01%a

CcC 0,003 mg/L 0,008 mg/L 0,01 mg/L

] H . 3 ; ; ; P ; ; : :
Mercpanem F 0-08 s Mercoremn G 0-124 3o Mempenen HO-251a

0,06 mg/L : 0,125 mg/L ; 0,25 mg/L

Meropsem | 05 k8 Merpesiem_J 1 1 Menpanen K Ika Merpenen L 4o

1 mg/L ~ 2mg/L 4 mg/L

R e

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



244

T1 - K9270147 - Salmonella sp. - Polimixina

CC ..0,06 mg/L .0,125 mg/L ..0,25 mg/L

o

lodeto de propidio

-I 1 mgIL Polemisna_F 1 ;.2 mgIL Poleroena G2 Een ) 4 mgIL Polmumea Hato
e S W
:'8 mg/L Pedemisna | 8 5 16 mgIL Potervona_J 18 15

[_IcM leitura visual Larania de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



245

T2 - L0122031 - Klebsiella pneumoniae - Amicacina

Ameacna A CCios Amicacna B -0t Amscacna C 0-08 fou Arscacen 0 0-12%

cC 0,03 mg/L 0,06 mg/L 0,125 mg/L

Amwcacna E0-25%s Amcxcen F O-Sky Amscicna G jos

0,25 mg/L 0,5 mg/L

lodeto de propidio

Ancaora J8 e Amcacrn K 185 Amcera LIl

ECIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo
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T2 - L0122031 - Klebsiella pneumoniae - Meropenem

Macpenem A CC s Mecpenesn B 0-01%s

CC 0,01 mg/L

Menpensm [0-08 fes

0,06 mg/L

_uht g e T KT
Mecgensm E0-125 & Mercpenem _F 0-25 & Mavopenem 0 0-5ta Meropenem M 14

0,125 mg/L ; 0,25 mg/L : 0,5 mg/L - "1 mg/L

&0

lodeto de propidio

Mercpmnem | 2%cx Meropenen Jd oy Mempesen X 8k Mscopenen L M0

"2 mg/L 4 mg/L 8 mg/L 16 mg/L

oy -

i g o e

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



T2 - L0122031 - Klebsiella pneumoniae - Polimixina

lodeto de propidio

Polemusing ACC i3 Pobmura B 0-01 fea Polnuens C 0-00%0e

CC . 0,01 mg/L 0,03 mg/L

4:

4|0,125 mglL ]0,25 mg/L '

Poteroona | 2 Pomara Jdks Polrasra K8

ECIM leitura visual Laranja de tiazol
:CIM por citometria de fluxo

= “j;“iﬂt‘ 3F

Poberszien D 0-08 3

0,06 mg/L

Polmiona H 1o

Polerena L 18%s
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T3 - L0123398 - Klebsiella pneumoniae - Amicacina

lodeto de propidio

cc

Amcacns E0-25%ks

..0,25 mg/L

Amcacna B O-0 =

0,03 mg/L

Amscucrn FO-Sks

[_JcM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Amscaces C -0t

..0,06 mg/L
.1 mg/L

Laranja de tiazol

Amcacrm DO-128 4o

0,125 mg/L

248

_—
Ammicacna_H 2ts




T3 - L0123398 - Klebsiella pneumoniae - Meropenem

lodeto de propidio

CC

Meopenen A OC s

0,125 mg/L

[_JcM teitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Memconem E0-124 ko

'ﬁ*

Mesoparem | 20

Meopenem BO-01 ks

0,01 mg/L

Mercpenem F 0-28 oy

0,25 mg/L

Mergpenem Jd =

4 mg/L

Meropsnem C 0-00 1

0,03 mg/L

Maropanem 0 0-21:

0,5 mg/L

Menpenem KBk

8 mg/L

3

Laranja de tiazol

Menpenen DO-08 fox

0,06 mg/L

Meropenesn_H 11s

1 mg/L

249

Marcpenem L 3 3




T3 - L0123398 - Klebsiella pneumoniae - Polimixina
Poleriuna A CC 3 Pederuvien B 0-01%cs

cc 0,01 mg/L

'1; ,
o
r""
1Y,

3

10,03 mg/L

Poleusea C 0-03 %y

Polminna F 0-25ka

L 0,25 mg/L
:g 4
Q e
S ol i
o . . -
[} SRV
o = TN
o
Q -
S
o

Fodminna |2 &5 Pamora_J4ks

250

Pobraea D008 b

- 0,06mglL

3=

Poimatna H 11

Podersona_L 18Es

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

$

Laranja de tiazol
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T4 — L0162009 - Escherichia coli - Amicacina

4 Ameacra ACCia i Amcacra 80031 s Anicacna C 0-08 ik Amcscng DO0-1255a
‘cc 0,03 mg/L 0,06 mg/L " 0,125 mg/L
. m;&uu ‘ - A-M-.sru.u ‘ as) ; Mm:.nltu ‘

0,25 mg/L 0,5 mg/L 1 mg/L

lodeto de propidio

e,

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
:CIM por citometria de fluxo



T4 - L0162009 - Escherichia coli - Meropenem

lodeto de propidio

cc

“0125mglL
Meropanen |25

<2 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,01 mg/L

0,25 mg/L

=4 mg/L

Mecpesem B 0-01%s

Mescpenem F 0-25 s

Mermerem Jd ks

0,5 mg/L

=8 mg/L

Laranja de tiazol

WMaropenes G 0-5fa

Macpenem K8k

©0,06 mg/L

1 mg/L

- B

=16 mg/L

252

Metipenem D O-OF jon

Mesopenen M 1Es

Meropene L i



T4 — L0162009 - Escherichia coli - Polimixina

“cc 0,01 mg/L

S -

lodeto de propidio

Polerira | 203

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Polrrucna 80-0t ks

Podmara 44 ks

i

40

Podercarm C 0-00 ks

70,03 mg/L

Paimung 0 0550

Pokmena K3k

Laranja de tiazol

0,06 mg/L

""16 mg/L

Pobrroing [ 0-08 tos

Podroira H ks

253




T5 - L0161705 - Escherichia coli - Amicacina

CcC 0,03 mg/L

Amcacra BO-03c

Amicacra E -2t

0,25 mg/L

lodeto de propidio

Amicacna |14 s

0,06 mg/L

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Laranja de tiazol

254

Amicacra DO-1250a

0,125 mg/L

Amichona C 0-D8tcs

Amcacna K 16X




T5-L0161705 - Escherichia coli - Meropenem

lodeto de propidio

Macpenen A CC i

cC

Meopenem E0-125 4

0,125 mg/L

s
AR

Mercpanem | 21

“2 mg/L

:r‘,(’.

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Mergpenem F 0-25 12

0,25 mg/L

i

Mercpenem_Jd ks

4 mg/L

IR

~0,03 mg/L

8 mg/L

Laranja de tiazol

Merogenem_C 0-00 s

Mescpenem G 0-52a

Mropenam Kiks

255

Menpensm D O0-Of ica

* 0,06 mg/L

Meropenesn_H 1.ks
1 mg/L

Meropenem L ¥t

16 mg/L



T5 - L0161705 - Escherichia coli - Polimixina

lodeto de propidio

Polmuna ACC 3 Polrors B 0-015cx

Polerana EO0-1240s Polmna F 0-28 &4

;. | e

Pobreora | 2 Pawrara JAks

2 mg/L 4 mg/L 8 mg/L

S . A

[_]ciM leitura visual Larania de tiazol

DCIM por citometria de fluxo

Polnmea C 0-03k3

CcC 0,01 mg/L 0,03 mg/L

Pobmoona 0 0-S%s

0,125 mg/L 0,25 mg/L 0,5 mg/L

Poberana Kl

AR

l0,06 mgiL

256

- “f‘--'.i‘-,;i:‘,_.-.

1 mglL e H 15c8
16 mglL Pobmoena L 18k
g Sl



T6 — L0174970 - Escherichia coli - Amicacina

lodeto de propidio

Amcacea ACCIa

cc

Amcsora £0-2 o

0,25 mg/L

0,03 mg/L . 0,06 mg/L

Amicacra FO-5 0

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Laranja de tiazol

Amcsona C 0-083cs

Amicacna_G1%s

Amscacna K 185k

257

Amscacing DO-12550

) 0,125 mg/L




T6 — L0174970 - Escherichia coli - Meropenem

lodeto de propidio

Mecpenen A CC i

CC

: ::‘éé!k.,-ﬁ
Aﬁ i 'v‘§’~'»!¢'f}_

Mecpenem E0-125

©0,125 mg/L

Mercomem | 200

“2 mg/L

A

DCIM leitura visual

DCIM por citometria de fluxo

Mercpenee_F 0-25 o

0,25 mg/L

Meropenen Jd i

4 mg/L

Aevopeeam C0-0

~0,03 mg/L

Meropenem 0 0-5ia

Menpesem K8k

“8 mg/L

Laranja de tiazol

Meopenem 00-08fcs

©0,06 mg/L

Meropenen M 1 Ea

1 mg/L

Mscopenen L M0

16 mg/L

Ph =5

258



T6 — L0174970 - Escherichia coli - Polimixina

Poeruona A CC s
CC 0,01 mg/L

0,25 mg/L

lodeto de propidio

Polemien_| 26

']

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

Fodruens B0-01ks

Podereona F 0-2% 1o

£

Laranja de tiazol

Co-Dis

0,03mg/L

Poleriama_D0-081es

0,06 mg/L

Polmacra_H LiEa

259



T7 — L0173433 - Salmonella sp. - Amicacina

Amweacen A CC o
CcC
as
Amcacea EO-Xio
o 0,25 mg/L
:g 40"
Q
o
b 3%~
Q
Q
T -
]
et
Q
©
k=2

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

Amscatem 80-03fca

4

0,06 mg/L

Laranja de tiazol

Memicacing C 0-08 1

Amucacna G tks

260

Advcacins DO-12%50s

0,125 mg/L

Amcacna H2ta




T7 — L0173433 - Salmonella sp. - Meropenem

lodeto de propidio

Meopenen A OC s

-CcC ©0,01 mg/L

Meopenem E 0-129.1s

=0,125 mg/L 0,25 mg/L

Meopesen 8 0-01 ks

Merpenen F 0-2€ s

T
2 mg/L >4 mg/L
B S Y e

DCIM leitura visual
DCIM por citometria de fluxo

N e e
Szt -

8 mg/L

Laranja de tiazol

Meopenem K8k

261

Mangenen DO0-08 fo

0,06 mg/L

—,ﬂ?}g s :"-.ifiw
Maropenem H 1 ks
1 mg/L
R

Meropermm L Y8

16 mg/L
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T7 — L0173433 - Salmonella sp. - Polimixina

lodeto de propidio

cc o 0,01 mg/L e S mglli __Mcm‘ = 0,06 mg_l;l;;hmnm'“
0425 mglL m““' | | m r— .

DCIM leitura visual Laranja de tiazol
DCIM por citometria de fluxo



58 — Klebsiella pneumoniae ATCC-BAA 1705 - Amicacina

.CC ...0,06 mg/L
M_F;-lh m_n‘un
.0,5mg/L .. 1mg/L

lodeto de propidio

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

Amcacen [ 0-125

..0,125 mg/L

Amicacns M 2t

Laranja de tiazol

Amcacns E 0-T5ta

... 0,25 mg/L

263




58 — Klebsiella pneumoniae ATCC-BAA 1705 - Meropenem

lodeto de propidio

Marcpenen A CCtn

“cc

Merooenem K Lk

"8 mg/L

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

0,06 mg/L

Mertpemn D 0-D8 s

Merpernem M1

Mercpaneer EO-128s

70,125 mg/L

a-

Mernganem | 18

Laranja de tiazol

264

Maropenes F 0-2£ k4

0,25 mg/L

Meropenen J 4k

" 4mgl/L

Maopecsm Nodto




58 — Klebsiella pneumoniae ATCC-BAA 1705 - Polimixina

lodeto de propidio

Polerzwma A CC ks

CcC

I0,25 mg/L

DCIM leitura visual
:CIM por citometria de fluxo

0,03 mg/L

Polmuns D 0-08%

0,06 mg/L

Poleruing C0-031cs

Polerosna H 1.0

Laranja de tiazol

265

W
0,125 mg/L

Poleruona M 32 Scs




