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RESUMO

Rocha, D. A. C.. Métodos rapidos para avaliagao da susceptibilidade
antimicrobiana em bacilos Gram negativos [Tese]. Sdo Paulo: Universidade de S&o
Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas; 2019.

Introdugao. Bacilos Gram negativos sao importantes agentes de infecgdes graves,
particularmente no ambiente hospitalar. Nos ultimos anos tem havido um numero
crescente de infecgdes por isolados produtores de carbapenemases, o que limita as
opgdes de tratamento. Infecgbes por microrganismos multi-resistentes estéo
relacionados a taxas de mortalidade mais elevadas e a rapidez no diagnostico 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 antibioticos (TSA), que fornecem resultados fidedignos e
em uso na rotina clinica demandam 16 a 20 horas de incubacéo. 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
meétodos para TSA rapidos, mas a maioria nao 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 determinagdo da concentragao inibitoria minima (CIM) por
microdiluicdo em caldo (MC) com leitura visual (18h) foi considerada o padréo ouro. A
determinacdo das CIMs por CF foi realizada apos 120 min de incubagédo a 37°C,
marcagao 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 padronizagdo 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
espéecies. Além das concentragdes convencionais, foram realizados testes com
concentracdes elevadas de PB e leitura apds 15 min de incubacdo. As aquisicoes
obtidas na presenca de PB foram comparadas com aquelas obtidas sem exposic¢ao.
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 suspensdo submetida a sonicagdo e o terceiro com suspenséo
bacteriana exposta a PB. A seguir os trés tubos foram analisados por CE.
Resultados e discussao. Para a determinacdo da CIM por CF houve concordancia
essencial e categoérica de 94,12% para AMI, concordancia essencial de 94,12% e
categorica de 98,04% para MEM e concordancia essencial de 94,12% e categorica de
100% para PB quando comparadas com a CIM n&o 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 solucido de sulfato de polimixina B ou sulfato de s6dio ndo foram
reprodutiveis.

Conclusoées. Os resultados da determinagao 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 modificagado do dispositivo
de medicéo.

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



ABSTRACT

Rocha, D. A. C.. Fast methods for antimicrobial susceptibility assessment in
Gram-negative bacilli. Doctoral Thesis. School of Pharmacy, University of Sdo Paulo,
S&o 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. sado frequentemente isolados de casos de infecgdes
nosocomiais, e sao geralmente resistentes a maioria absoluta dos
antimicrobianos comercialmente disponiveis. Por isso sao referenciados com a
sigla ESKAPE, pois conseguem “escapar’ da agdo 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 patdgenos mais importantes do grupo ESKAPE por sua
maior frequéncia em relagao aos demais, grande diversidade de mecanismos de
resisténcia e capacidade de disseminagao de novos mecanismos de resisténcia
(SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016).

As infecgcdes mais importantes causadas por K. pneumoniae sao
bacteremias (12,3%), pneumonias (10,2%), meningites e infec¢cées 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 colonizagao de pacientes com K. pneumoniae produtora de
carbapenemases (KpPC) tem se tornado um problema epidemiolégico e clinico,
pois podem causar infecgao 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 [3-
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 antibi6ticos mais
ativos sao 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 associagao 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.,
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2018; GALANI et al., 2019; HAIDAR et al., 2017; LIVERMORE et al., 2015;
SHIRLEY, 2018).

Infecgbes graves causadas por KpPC apresentam alta taxa de
mortalidade média 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 doencga de base e idade da populagédo estudada, além disso esta associada
a maior taxa de mortalidade relacionada com infegbes no ambiente hospitalar
(TUMBARELLO; LOSITO; GIAMARELLOU, 2018; TUMBARELLO et al., 2015).
O maior desafio no tratamento de infecgcdes 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 é
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 é menos efetiva (DAIKOS et al., 2014).

A redugado no tempo para o diagnostico de infecgdes, identificagdo do
agente infeccioso e tratamento do paciente, principalmente aqueles com
infeccdes sistémicas e causadas por microrganismos resistentes, é fundamental
para a diminuicado 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 introdugdo 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, € possivel a
identificacdo 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
laboratorios clinicos, atualmente s&o utilizados métodos tradicionais a exemplo

da disco-difusdo, microdiluicdo em caldo e gradiente em fita ou sistemas
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automatizados como Vitek2, Microscan e Phoenix. Existem varias metodologias
publicadas que sao capazes de reduzir o tempo de analise quando comparado
com os meétodos tradicionais e automatizados, a exemplo de citometria de fluxo,
medidas de condutividade elétrica, espectrometria de massas, microscopia em
tempo real, e métodos baseados em amplificagdo de DNA (Tabela 1). No
entanto, essas metodologias precisam de validagdo e comparagdo com o0s
meétodos tradicionais, principalmente os que sdo baseados em concentragao
inibitéria minima para garantir a seguranga do resultado e interpretacao 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 determinagéo
de sensibilidade ou resisténcia bacteriana

Inculo PC ou Manualou CIM T:::go
Método Principio do método > 10° D Custo automéatico Real? resultado
Células
(horas)
Diluicdo em agar Inibigéo do
cr’e_SC|mento em melo Sim CD Baixo Manual Sim >10
solido com
antibidticos
Testes Monitoramento do
automatizados crescimento ou Sim/
(Vitek, Phoenix, conversao do Sim CD Baixo Automatico N 6-18
. - ao
Microscan) substrato utilizando
sistema optico
Microdiluicdo em Inibi¢cdo de
caldo crescimento em meio . Manuale  Sim/
liquido acrescido de Sim CD I Automatico Nao >10
antibidticos
Agar Convers&o
Cromogénico metabdlica de
compostos Sim CD I Manual Nao >10
cromogénicos
presentes no meio
Disco difusao Medida de inibicdo de
crescimento em torno . : Manuale  Sim/
de disco contendo Sim Ch Baixo Automatico Néao >10
antibiotico
Fita gradiente Medida de inibicao de
crescimento em torno
de ﬂt_a contendo Sim cD | Manugl_e Sim >10
gradiente de Automético

concentracao de
antibiotico
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Tempo
Manualou CIM para
automatico Real? resultado

(horas)

Inéculo PC ou
Método Principio do método > 10° cD Custo
Células

PCR Amplificagao de DNA
Manual e

Automatico N&o <1
Microscopia em Registro de divisao
tempo real bacteriana (em nivel
celular) em tempo
real
Citometria de Medidas de tamanho,
fluxo complexidade e 50 CDIPC |  Automatico o <5
marcacgao de células Nao
viaveis e inviaveis.
MALDI-ToF MS Deteccao de
producéo de
proteinas e produtos Sim PC I Automatico Nao <5
de degradagéo de
antibioticos
Microfluidos Monitoramento de
crescimento ou
conversao de PC NC Automdtico >0 <5
substrato em meio Nao
liquido na escala de
nanolitros
Sequenciamento Sequenciamento de
de nova geracdo DNA gendmico

Nao CcD NC Manual Nao <1

Nao CD/PC Alto Automatico Nao >10

Medidas de Monitoramento de
impedancia caracteristicas
elétricas da

~ Sim PC NC Automatico Nao <5
suspensao contendo

células expostas a
antibidticos

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 microdiluigdo em caldo se baseia na diluicdo seriada do
antibiético em caldo Mueller Hinton, de forma que varias concentragdes do
antibiético sio testadas na placa. Apds o preparo das diluicdes, uma suspensao
bacteriana com uma concentragdo padronizada (1 a 5 x 10° UFC/mL) é
inoculada. Em seguida a placa € incubada por 16-20 horas a 35 + 1°C. Apds o
periodo de incubagéo, é possivel visualizar uma massa bacteriana no fundo dos
pogcos nos quais a concentragdo do antibidtico ndo foi capaz de inibir o

crescimento. A concentragdo inibitéria minima é o primeiro pogo da diluigdo no
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qual n&o ha, visivelmente, crescimento bacteriano (Figura 1) (JORGENSEN, J.
H.; FERRARO, 2009).

O método de disco-difusdo é pratico, barato e bem padronizado. O teste
é feito inoculando uma suspensdo bacterina na concentracdo de
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL sobre a superficie de agar Mueller Hinton.
A segquir, discos de papel de filtro impregnados com concentragdes fixas de
antimicrobianos sao posicionados na superficie do agar. A placa é incubada por
16 a 20 horas a 35°+1°C. Os antibidticos 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 contendo os pontos
de corte, sendo possivel categorizar o isolado como sensivel (S), sensivel
aumentando exposigcdo (I) ou resistente (R) para cada antibidtico testado
(Figura1) (JORGENSEN, J. H.; FERRARO, 2009).

O teste com gradientes em fita é feito inoculando uma suspens&do com
concentragéo 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 é incubada
por 16 a 20 horas a 35 £ 1°C. A leitura do teste ¢ feita na intersecao da elipse de
inibigdo com a fita, correspondendo a concentragao inibitéria minima (Figura 1)
(JORGENSEN, J. H.; FERRARO, 2009).

Figura 1 — Testes tradicionais para determinagéo da sensibilidade aos

antimicrobianos
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Disco-difusdo (superior esquerda), gradiente em fita (superior direita) e microdiluicdo em caldo
(inferior), utilizando polimixina B em Pseudomonas aeruginosa com concentra¢des 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
preparacao automatica da amostra, no qual a identificacao é realizada por FISH
- Fluorescence In Situ Hybridization e para o teste de sensibilidade, as células
bacterianas sdo imobilizadas entre duas laminas plasticas contendo diferentes
concentracdes de antimicrobiano, permitindo uma analise microscopica de cada
célula, e consequentemente avaliacdo do crescimento microbiano. A
determinagdo da concentragao 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 — Aquisi¢gbes do equipamento Accelerate — Analise morfo-cinética de

células
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Teste de sensibilidade a antibidticos por analise morfo-cinética. Isolados da esquerda:
Escherichia coli sensivel a piperacilina-tazobactam (CIM=2 mg/L). Figura superior tempo 0 e
inferior apos incubacgéo. Isolados da direita: Escherichia coli resistente a ceftazidima (CIM=32
mg/L), figura superior tempo 0 e inferior apds incubagdo. 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 antibidticos se baseia
na incorporagdo metabdlica de aminoacidos marcados com isotopos estaveis
(SILAC - Stable Isotope Labelling by Amino Acids in Cell Culture). O
microrganismo é cultivado em duas condi¢des diferentes: a primeira em meio
convencional (com abundéncia de isétopos naturais estaveis) sem antibioticos;
a segunda em meio de composi¢ao quimica similar exceto pela presenca de uma
forma isotopomeérica de um aminoacido, como a lisina (que pode ser marcada,
por exemplo, com C'3 e N'®) 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 incorporagdo de
aminoacidos pesados, decorrente de sintese proteica, indica a proliferagcado do
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microrganismo na presencga do antibiotico, ou seja, a resisténcia (Figura 3)
(JUNG et al., 2014).

Figura 3 - Diferentes espectros gerados pelo método Maldi-TOF por SILAC
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(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
is6topos 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 é mais simples e
resumidamente consiste em realizar a leitura do método de microdiluicdo por
espectrometria de massas. Um volume de 6ulL de cada pogo de um ensaio de
microdiluicdo convencional, € dispensado diretamente na target plate do
espectrometro de massas e imediatamente apos a inoculagcédo € incubado por
até seis horas, sendo entio realizada a aquisi¢ao no equipamento. No po¢o no
qual ndo ha antibidtico a bactéria ndo € inibida e ha a produgao de proteinas de
maneira exponencial, sendo possivel a identificacdo da bactéria; caso contrario,
no pogo que contém antibidtico, a depender da concentragéo, as bactérias s&o
inibidas de maneira que a quantidade de proteinas se mantém proxima ou a
mesma do indculo inicial e abaixo do limite de detecgao do equipamento. Cada
concentracao € testada em triplicata. A auséncia de identificacdo da bactéria pelo
instrumento indica sensibilidade ao antibidtico testado (IDELEVICH et al., 2018;
Ll et al., 2018).
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1.4 Métodos baseados em amplificagcao de DNA

O sistema FilmArray € um kit comercialmente disponivel, baseado em
dupla PCR (Polymerase chain reaction), contém varios pares de iniciadores para
identificacdo de patdégenos e alguns genes de resisténcia. O ensaio se baseia
em duas etapas de amplificag&o: a primeira reagao amplifica em uma regido alvo
e sequencialmente o produto se movimenta em uma matriz que contém varios
pogos, cada um com um par de iniciadores (primers). Numa segunda etapa
ocorre amplificagdo de DNA individualizada por pogo e alvos, na qual o
fluorocromo LCGreen® intercala com o DNA amplificado revelando os pogos
com reacao positiva. As reacgdes 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 sdo bastante confiaveis, e neste caso a
sensibilidade esta 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, ndo avaliam expressao
dos genes de resisténcia, porinas e bombas de efluxo, que também resultam em
resisténcia antimicrobiana. Além desse kit, 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 microdiluicéo,
que € o padrao ouro. Além disso, € necessaria mao de obra especializada para

analise.

1.5 Testes rapidos para deteccado de isolados resistentes a
carbapenémicos e polimixinas
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Ha também os testes rapidos de triagem para deteccdo de isolados
resistentes a carbapenémicos, polimixinas e aminoglicosideos. As
carbapenemases inicialmente hidrolisam o anel betalactdamico dos
carbapenémicos e a seguir ocorre reagao de descarboxilagdo, o que resulta na
reducdo do pH do meio (Carba-NP e BlueCarba). No caso das polimixinas ou
aminoglicosideos, o teste se baseia em detectar isolados que sao resistentes e,
portanto, mesmo apds a exposicdo ao antibidtico sdo capazes de crescer e
metabolizar a glicose, produzindo acido, apos 2 horas de incubagao (Rapid
Polymyxin NP). Esses métodos permitem a deteccdo rapida (até 2 horas) de
bactérias resistentes a altos niveis de antibioticos; no entanto n&o s&o capazes
de fornecer a concentragao 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 suspensdo, submetidas a um fluxo. Os dados sé&o
obtidos dos sinais da variagdo da transmissao/absorcéo e reflexdo da luz do

laser que incide nas particulas presentes no fluxo (Figuras 4 e 5) (GIVAN, 2001).

Figura 4 — Componentes de um citbmetro de fluxo

Ligud

Sheath [ Dup-chagng
Cel
Suspension Y- ©

Deflaction L Bhom thar

Electrorics

A — Laser; B- Foco do laser e fluxo com suspensao de particulas; C — Conjunto de detectores e
filtros que detectam a informacéo da variagéo da transmissao de luz obtida para o computador
para ser possivel a andlise dos dados. Retirado de Givan (2001) (GIVAN, 2001).

Figura 5 — Foco hidrodinamico do citdbmetro de fluxo
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ponta do injetor
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Fiow Cell
Injector

Sinais de

fluorescéncia

Foco do laser

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

O citdmetro 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 ligagdo com cromdgenos especificos que sdo excitados pelo
laser (GIVAN, 2001). A grande vantagem da utilizacdo da citometria de
fluxo em comparagdo 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; VILLEMUR, 2002), além
de menor subjetividade e possibilidade de avaliagdes quantitativas mais
precisas.

Em microbiologia clinica, a citometria de fluxo pode ser utilizada em
analises de deteccao 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
avaliacao de parametros como a viabilidade celular (integridade) e algumas vias
metabdlicas (atividade bacteriana) e € possivel separar as analises por
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populagdes com cada uma dessas caracteristicas. A avaliagdo de determinados
antibidticos juntamente com os corantes de viabilidade celular permite a
avaliagcdo da atividade do antibiotico 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, é necessario o estudo comparativo de métodos tradicionais
de susceptibilidade a antibidticos 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 relacdo aos métodos
tradicionais de susceptibilidade a antimicrobianos. A Tabela 2 sumariza os
principais trabalhos utilizando citometria de fluxo aplicada ao teste de
sensibilidade a antibidticos. Além disso, o tempo minimo para liberacdo dos
resultados é bastante heterogéneo: de 90 minutos a 6 horas (com excegéo das
micobactérias). Apesar da heterogeneidade de protocolos, a citometria de fluxo
pode reduzir substancialmente o tempo para obtengao do perfil de sensibilidade
aos antibidticos com determinagdo da concentragdo inibitéria minima e n&o

simplesmente detectar resisténcia.

Tabela 2 — Revisao de principais trabalhos que realizaram antibiograma por

citometria de fluxo
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Tempo
Ano de Microrganismos Marcadores para Tipo de minimo Antibidticos Referéncia
publicagéo estudados citometria resultado para o testados
resultado
Brometo de Cefazolina, ;) pTINEZ
1982 Escherichia coli etidio CIM 3 horas moxalactam, etal., 1982)
cefamandol ”
Escherichia coli,
Streptococcus
pyogenes, Klebsiella
pneumoniae, Brometo de (COHEN;
1989 Pseudomonas oo Categoria 2 horas Amicacina SAHAR,
. etidio
aeruginosa, 1989)
Staphylococcus
aureus, Proteus
mirabilis
Mycobacterium . .
, , Ciprofloxacino,
avium, Mycobacterium claritromicina
fortuitum, . . L
1996 Mycobacterium Iﬁlacetatorde CIM 24 horas ir'trom.'c.' na, (B?W,]'\égg et
ordonae e uoresceina Kanamicina, al., )
g . rifampicina e
Mycobacterium L
. tobramicina
marinum
Bis-(acido 1,3- Con:jaegem Azitromicina
1997 Escherichia coli Tr?rﬁtelltti):;bcl)t:c:lr?;) unidades 4 horas cefuroxima, e (J;PI,TQQS?)Q t
; formadoras ciprofloxacino ”
[DIBACA(3)] de colbnias
. . Rifampicina,
1998 Mycobacter/gm Dlacetato'de cIM 24 horas isoniazida, (KIRK et al.,
tuberculosis fluoresceina stambutol 1998)
Escherichia coli, Ampicilina
Ps'eudomonas' carbenicilina,
aeruginosa, Klebsiella ceftriaxona
pneumoniae, Proteus Bis-(4cido 1.3 ftazidi ’
mirabilis Bis-(4cido 1,3- ceftazidima,
En terococéus dibutilbarbiturico) gentamicina,
2002 faecalis trimetino oxonol Categoria 2 horas nitrofurantoina, (GAUTHIER
’ [DIBAC4(3)] e 9 norfloxacino, et al.,, 2002)
Staphylococcus Y
aureus lodeto de oxacilina,
’ propidio penicilina G,
Staphy, IOCQCCUS tetraciclina
saprophyticus e cotrimoxazol e
Staphylococcus vancomicina
epidermidis
Mycobacterium SYTO16e Esrti;:rrgoir;ir(lina’ (PINA-VAZ,
2005 Y . lodeto de Categoria 72 horas fampicina, C.etal,
tuberculosis ropidio isoniazida, 2005)
prop etambutol
. Contagem
2006 My cobacter/gm bacteriana (Sem Categoria 24 horas Pirazinamida (FREDRICKS
tuberculosis et al., 2006)
corantes)
Staphylococcus Triagem - (SHRESTHA
2011 aureus BRAG3 para MRSA 4 horas Oxacilina etal., 2011)
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Tempo
Ano de Microrganismos Marcadores para Tipo de minimo Antibiéticos N
o . . Referéncia
publicagéo estudados citometria resultado para o testados
resultado
Listeria Ampicilina,
monocytogenes, gentamicina,
Escherichia coli, o cefotaxima, (SOEJIMA,;
; . Populagbes : o i
Klebsiella pneumonia, SYTO9 e lodeto . piperacilina, MINAMI;
2012 o lesionadas 5 horas S
Staphylococcus de propidio A amicacina, IWATSUKI,
e viaveis . -
aureus e ciprofloxacino, 2012)
Pseudomonas ceftazidima,
aeruginosa vancomicina
Klebsiella Bis{(acido 1,3- g, Ceftazidima, |-
. dibutilbarbiturico) - cefotaxima,
2013 pneumoniae, L triagem 3 horas . RAMOS et
Escherichia coli ~ timetino oxonol e o) acido al., 2013)
[DIBAC4(3)] P clavulanico .
Escherichia coli,
Pseudomonas Contagem Amoxicilina,
2013 aeruginosa, bacteriana (Sem CIM 90 min piperacilina, (BROEREN
o etal., 2013)
Staphylococcus corantes) gentamicina
aureus
Hoechst 33342,
Klebsiella SYTO®9 e . Meropenem,  (MULRONEY
2017 neumoniae lodeto de Categoria 1 hora Imipenem, etal.,
P O ¢ Ertapenem  2017;2018)
propidio
Ciprofloxacino
Corante Oxonol o ’
2018 Yersinia pestis (SynaptoGreen CIM 6 horas 222'3:';?5 (ilAH;(‘)\g)et
C4/FM1-43) gentamicina, .
doxiciclina
1.7 Condutividade elétrica de culturas bacterianas
Alguns  antimicrobianos como  polimixinas, B-lactamicos e

aminoglicosideos tém agao 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).

O aumento da concentragdo desses compostos liberados no meio

extracelular, apds a exposi¢cao das células bacterianas a um antibiotico, pode ser

um indicador de morte ou injuria celular e pode ser aplicado para a determinagéo

da sensibilidade a antibioticos. Métodos quimicos e fisicos podem ser utilizados

para a mensuragao desses compostos, a exemplo de eletrodo seletivo de ions,
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espectrofotometria de absorgéo atdomica, espectrometria de massas, medida de
pH, condutividade elétrica, impedancia, capacitancia e métodos colorimétricos.
Varios desses métodos ja sdo comercialmente disponiveis, mas ndo para esse
tipo de aplicagéo, e apresentam faixas de linearidade que séo utilizados para
dosagem de niveis séricos em humanos, provavelmente fora da faixa de
detecgdo de biomoléculas liberadas por bactérias expostas a antibidticos e
muitas vezes sao 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
sdo utilizados principalmente por industrias de alimentos, a exemplo da
determinacao do tempo de prateleira de produtos de consumo, verificacdo da
contaminagao 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 € 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 publicagéo
descrevendo a utilizacdo deste equipamento para validagdo da sensibilidade a
antibiéticos e determinagcdo da concentragao inibitéria minima pela medida da
impedancia 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 incubacgéo, permitindo a geragado de uma curva na qual se avalia o porcentual
de variagdo da medida atual comparada com a anterior. Dependendo do
aumento da quantidade de microrganismos ou atividade metabdlica, é induzida
uma mudanga no sinal, levando a uma inflexdo da curva e determinando o tempo
de deteccao (TD), o qual é possivel correlacionar com a quantidade de bactérias
na amostra (Grafico 1) (RAUGEL, 1999).

Grafico 1 — Variagao da Impedancia em fungdo do crescimento bacteriano
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—

=

Concentracao bacteriana
— % de variacao impedancia

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

Atualmente, com o avango tecnologico 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, capacitancia e impedancia de células
em suspensdo. Uma vez desenvolvido, faz-se necessaria a comparagao com
meétodos 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
antibidtico testado causariam diferenca na impedancia enquanto bactérias

resistentes ndo causariam aumento ou exibiriam um padrao distinto.
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5 CONCLUSOES

by

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

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima para amicacina,
meropenem e polimixina B, utilizando citometria de fluxo obteve uma
concordancia superior a 94% quando comparada com microdiluicdo em caldo.

O método de condutividade elétrica é capaz de detectar pequenas
alteragdes em meios liquidos, portanto, consegue diferenciar células integras

das lisadas, seja por lise fisica ou por exposi¢cédo ao antibiético polimixina B.
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