1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos consiste em um problema
no Brasil e na maioria dos paises do mundo. Uma grande variedade de patdégenos
tem adquirido resisténcia a um numero cada vez maior de antibioticos, reduzindo
as opcoes de tratamento para infeccbes causadas por esses microrganismos
(Gales et al., 2006; Lo-Ten-Foe et al., 2007; Li et al., 2007; Miyajima et al., 2008;
Vaara et al., 2008; Yau et al., 2009).

Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa constituem importantes
patogenos causadores de infeccdes relacionadas a assisténcia a saude em
hospitais brasileiros (Levin et al., 1999).

Na década de 60, as polimixinas constituiram a principal opcéo terapéutica
disponivel para o tratamento de infec¢cdes causadas por P. aeruginosa. Porém,
devido a sua importante toxicidade, esses agentes passaram a ser substituidos
gradativamente pelas cefalosporinas de amplo-espectro e aminoglicosideos
(Horton & Pankey, 1982; Drabick et al., 1998).

No inicio da década de 70, infec¢cbes causadas por P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. eram tratadas, com sucesso, com antimicrobianos de espectro
limitado como gentamicina ou carbenicilina. Entretanto, entre os anos 70 e 80, um
aumento nas taxas de resisténcia a esses agentes comegou a ser observado,
incluindo a maioria dos aminoglicosideos, cloranfenicol e tetraciclinas (Duncan,
1974; Morohoshi e Saito, 1977; Garcia et al., 1983). Na década de 90, o imipenem
se mostrava como Unico antimicrobiano efetivo no tratamento das infeccdes

causadas por essas cepas (Motti e Amato, 1992).
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Com o surgimento de amostras clinicas de P. aeruginosa e Acinetobacter
spp. multirresistentes causando infec¢des graves, a indicagdo clinica do uso
parenteral das polimixinas foi restabelecida (Young et al., 1992; Levin et al., 1999;
Appleman et al., 2000). Consequentemente, os laboratérios de microbiologia
devem estar aptos a realizar testes de sensibilidade as polimixinas que fornecam
resultados confiaveis.

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para avaliar a
sensibilidade in vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos. A escolha do
método a ser utilizado, € baseada em fatores tais como metodologia de facil
execucao, custo, flexibilidade na selecdo das drogas para o teste e acuracia da
metodologia.

O método de disco difusdo em agar € o mais utilizado rotineiramente em
laboratorios de microbiologia clinica para testar patdgenos mais frequentemente
isolados de crescimento rapido (Galani et al., 2008). O Etest é uma variante
dilucional da técnica de disco difusdo, muito utilizado em laboratorios clinicos
como método rapido para determinacdo da concentragdo inibitdria minima (CIM).
Os métodos de diluicdo em caldo ou agar sdo métodos dilucionais considerados
como padréo-ouro pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), para
avaliar quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra
um determinado isolado bacteriano (CLSI, 2006a).

Embora, recentemente, o CLSI tenha estabelecido o0s critérios
interpretativos para categorizar as amostras em sensiveis ou resistentes as
polimixinas, resultados discordantes ainda tem sido encontrados quando
amostras de bacilos Gram negativos nédo-fermentadores séao testadas (Tan & Ng,

2006; Heidjen et al., 2007; Lo-Ten-Foe et al., 2007; Goldstein et al., 2007). A



discrepancia de resultados poderia ser atribuida as diferentes condi¢des do teste
(meio de cultura, tempo de incubagéo, in6culo bacteriano, concentracdo de calcio
no meio de cultura) ou as técnicas empregadas.

Sendo assim, torna-se necessario o conhecimento dos fatores que
interferem na execucao e interpretacdo dos testes de sensibilidade as polimixinas,
para que os laboratorios clinicos possam fornecer resultados confiaveis e os
clinicos possam utilizar polimixinas para o tratamento de pacientes com infec¢des

graves por P. aeruginosa e Acinetobacter spp.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a influéncia dos métodos de sensibilidade aos antimicrobianos no uso

clinico das polimixinas.

Objetivos Especificos

- Avaliar a sensibilidade das amostras de P. aeruginosa e Acinetobacter
spp.as polimixinas pelas técnicas de diluicdo em agar, microdiluicdo em caldo e
Etest;

- Avaliar a influéncia de variaveis como o meio de cultura, a concentracao de
calcio, o indculo bacteriano e o tempo de incubacao, na determinacdo da CIM das
polimixinas pelas distintas de técnicas de sensibilidade diluicdo em 4&gar,
microdiluicdo em caldo e Etest;

- Analisar a concordancia entre as distintas técnicas de sensibilidade para
predizer a sensibilidade as polimixinas entre os isolados clinicos de Pseudomonas

aeruginosa e Acinetobacter spp.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. sdo bacilos Gram negativos,
nao fermentadores de glicose. Infec¢cdes causadas por esses microrganismos
multirresistentes constituem um grande problema nos hospitais brasileiros e no
mundo, sendo relatados entre o0s principais patdgenos Gram negativos
causadores de infeccdo em hospitais (Gales et al.. 2001; Yau et al., 2009). Ambas
espécies podem apresentar resisténcia a diversos antimicrobianos, tornando dificil
a terapia a essas infec¢cdes (Navon-Venezia et al.,, 2005). Esses patdgenos
apresentam altas taxas de resisténcia a maioria dos antimicrobianos utilizados.
Além disso, o numero de novas drogas aprovadas para uso € baixo, restando
poucas opgdes para o tratamento dessas infec¢des (Arruda et al., 1999; Sader et
al., 2001; Boucher et al., 2009). Tigeciclina pode constituir uma opc¢ao terapéutica
alternativa para infeccbes causadas por Acinetobacter spp. multirresistentes.
Entretanto, esse antibidtico ndo € efetivo contra isolados de P. aeruginosa (Yau et
al., 2009). Diversos estudos relatam a boa atividade de colistina e polimixina B
contra isolados de A. baumannii e P. aeruginosa, além de enterobactérias como,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Tan e Ng, 2006; Miyajima et al., 2008).
Em 2009, Yau et al. relatou a resisténcia de 30 isolados de Acinetobacter
baumanni a diversos antibiéticos usados normalmente em hospitais, sendo que,
mais de 37% desses isolados foram sensiveis, somente, a tigeciclina e a colistina.
Em um estudo de Miyajima et al. (2008), 94,7% dos isolados de P. aeruginosa
foram resistentes a B-lactamicos, aminoglicosideos e fluorquinolonas. Por outro

lado, esses microrganismos ainda eram sensiveis a colisitina e polimixina B.



Esses autores afirmam que as polimixinas parecem ser alternativas
indispensaveis para o tratamento dessas infeccfes por esses microrganismos.

Em 1947 as polimixinas foram isoladas a partir de microrganismos do solo
Bacillus polymyxa e Bacillus colistinus. Essa classe de antimicrobianos consiste
de polimixinas A, B, C, D e E, entretanto, somente polimixina B e E (colistina) sao
utilizadas clinicamente.

Na década de 60, as polimixinas constituiram a principal op¢ao terapéutica
disponivel para o tratamento de infec¢cdes causadas por P. aeruginosa. Porém,
devido a sua importante toxicidade, esses agentes passaram a ser substituidos
gradativamente, a partir dos anos 70, pelas cefalosporinas de amplo-espectro e
aminoglicosideos (Horton e Pankey, 1982; Drabick et al., 1998). No entanto, com
o surgimento de amostras clinicas de P. aeruginosa e Acinetobacter spp.
multirresistentes causando graves infecgdes, a indicacao clinica do uso parenteral
das polimixinas foi reestabelecida (Young et al., 1992; Levin et al, 1999;
Appleman et al., 2000). Mais recentemente, o surgimento e a dissiminacao de
amostras de Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemases também tem
levado a utilizagdo clinica das polimixinas para o tratamento de infec¢des
causadas por esses microorganismos (Gales et al., 2006).

As polimixinas sdo compostas estruturalmente de uma cadeia de acidos
graxos ligados a um anel peptidico policatibnico composto de oito a dez
aminoacidos (Gales et al., 2006) (Figura 1). As polimixinas agem na membrana
celular bacteriana, pois o0 seu anel peptidico policatibnico interage com as
moléculas de lipopolissacarideo (LPS) anibnico da membrana externa das
bactérias Gram negativas. Desse modo, deslocam os cations, calcio e magnésio,

gue estabilizam as moléculas de LPS, aumentando a permeabilidade do envelope



celular, fazendo com que haja perda do contetudo celular e, consequentemente a
morte bacteriana (Gunn et al., 1998; Gales et al., 2006). Além disso, essa classe
de antimicrobiano também possui atividade anti-endotoxina. A endotoxina de

bactérias Gram negativas, a por¢cdo do lipidio A das moléculas de LPS, é

neutralizada pela acéo das polimixinas (Chen et al., 2006).

Figura 1: Estrutura quimica das polimixinas. A: Colistina; B: Polimixina B.

As polimixinas tem atividade contra uma grande variedade de bacilos Gram
negativos, incluindo enterobactérias e nao-fermentadores (Gales et al., 2001;
Ouderkirk et al., 2003; Gales et al.,, 2006). Segundo Gales e colaboradores
(2006), a polimixina B ainda permanece ativa contra isolados clinicos de P.
aeruginosa (MICsp90, <1/2 mg/L; 98.7% de sensibilidade), incluindo aqueles
isolados resistentes aos carbapenens, e Acinetobacter spp. (MICsg90, <1/2 mg/L;
97.9% de sensibilidade). Além disso, esses autores constataram que a polimixina
B foi ativa contra cepas de Escherichia coli (99.5% de sensibilidade) e Klebsiella
spp. (98.2% de sensibilidade) produtoras de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL).

A resisténcia as polimixinas ainda € considerada um evento incomum (Gales

et al.,, 2006), entretanto, Hogardt et al. (2004) concluiram que, apesar das




polimixinas serem indispensaveis para terapia das infecgfes por microorganismos
multiresistentes em pacientes com fibrose cistica, o desenvolvimento de
resisténcia em amostras de P. aeruginosa isoladas de fibrose cistica € menos
raro.

Dois fenétipos de resisténcia as polimixinas foram descritos até o momento,
um decorrente de um processo adaptativo e o outro mutacional (Ouderkirk et al.,
2003; Gales et al., 2006). No processo adaptativo, as amostras bacterianas
resistentes sao selecionadas gradativamente em meios de crescimento contendo
concentracdes crescentes de polimixinas. Essas amostras apresentam elevadas
CIMs para polimixinas, geralmente acima de 1024 pg/mL. Por outro lado, as
amostras que exibem o fendtipo decorrente de mutacdo, apresentam CIMs
inferiores a 32 pg/mL. Acredita-se que ambos os mecanismos levem a mudangas
na membrana externa bacteriana, impedindo a ligacdo da droga com a superficie
bacteriana (Gales et al., 2006). Entretanto, distintos mecanismos de resisténcia as
polimixinas ja foram descritos na literatura (Brodsky et al., 2002; Campos et al.,
2004; Mathur e Waldor, 2004; Moskowitz et al., 2004; Winfield e Groisman, 2004;
Winfield et al., 2005; Loutet et al., 2006; Tran et al., 2006; Zavascki et al., 2007).

Modificagdes na estrutura do LPS, como a substituicdo do 4-fosfato pela 4-
aminoarabinose na composi¢cdo do lipidio A podem resultar na resisténcia a
polimixina B em isolados de Salmonella spp., Yersinia pestis e P. aeruginosa
(Gunn et al., 1998, Trend et al., 2001; Winfield et al., 2005). Moskowitz et al.
(2004) observaram que as cepas de P. aeruginosa que desenvolviam resisténcia
quando cresciam na presenca de polimixina B (mecanismo adaptativo)
apresentavam uma aminoarabinose no lipidio A. Esses autores também

observaram o desenvolvimento de resisténcia cruzada de cepas de P. aeruginosa



resistentes a polimixina com outros antimicrobianos polissacaridicos catibnicos. A
diminuicdo da carga negativa do LPS modificado devido a neutralizacdo do
fosfato acido do lipidio A, por exemplo, também tem sido observada em amostras
resistentes as polimixinas (Groisman et al., 1997). Grande parte dos relatos de
resisténcia as polimixinas se refere as modificagbes estruturais do LPS
bacteriano. Entretanto, Schmidtchen et al. (2002) mostraram a existéncia de
proteinases em P. aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis e
Streptococcus pyogenes, que degradavam e inativavam antimicrobianos
peptidicos.

Com o surgimento de microrganismos resistentes a diversos antimicrobianos
comumente utilizados, as polimixinas tornaram-se, novamente, uma opg¢ao para o
tratamento de infecgbes causadas por esses patdogenos. Em alguns casos, esses
antimicrobianos sdo as uUnicas opg¢des disponiveis. Sendo assim, os laboratorios
clinicos devem estar aptos a realizar os testes de sensibilidade as polimixinas
com acuracia, para auxiliar, corretamente, no tratamento dessas infecc¢oes.

Existem diferentes testes de sensibilidade as polimixinas, recomendados
pelo CLSI (CLSI, 2009), entretanto, diversos estudos discordam em qual é a
melhor metodologia para utilizacdo na rotina de laboratorios clinicos.

Algumas técnicas, mais simples, como disco difusdo, sdo a escolha do
laboratério para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Entretanto, a
acuracia da mesma nem sempre € aceitavel para todos os antimicrobianos
testados. Em 2004, Nicodemo et al. relataram, em seu estudo, que a metodologia
de disco difusdo apresentou boa concordancia com uma técnica dilucional de
referéncia para diversos antibidticos, com excecdo das polimixinas B e colistina,

nas quais observaram altas taxas de discordancia entre os resultados obtidos.
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Outros estudos ja comprovaram que a técnica de disco difusédo, apresenta pouca
acuracia para determinacdo da sensibilidade as polimixinas entre as amostras de
Acinetobacter spp. (Gales et al., 2001; Nicodemo et al., 2004; Arroyo et al., 2005;
Tan e Ng, 2006). Gales e colaboradores, assim como Tan e Ng, observaram falsa
sensibilidade nos resultados obtidos pela técnica de disco difusdo em
comparacdo com a metodologia de referéncia microdiluicio em caldo para
isolados de Acinetobacter spp. (Gales et al., 2001; Tan e Ng, 2006). Casos como
esses, onde foram observados erros muito grave, considerando erroneamente
sensivel uma amostra resistente, podem levar a falha na terapia antimicrobiana.

As técnicas dilucionais, como, diluicdo em agar e microdiluicdo em caldo sédo
considerados como metodologias de referéncia para determinagdo da
sensibilidade as polimixinas (CLSI, 2009). Os estudos publicados até o0 momento,
nem sempre mostram 0s mesmos resultados quanto a concordancia entre as
diferentes metodologias. Hogardt et al., 2004 relataram uma discordancia entre
diluicdo em &gar e microdiluicdo em caldo, observando valores de CIMs mais
altos pela técnica diluicdo em agar. Por outro lado, outros estudos observaram
altas taxas de concordancia dos resultados das CIMs obtidas pelas duas
metodologias (Gales et al., 2001). Entretanto, essas técnicas séo laboriosas, de
dificil implantac&o na rotina laboratorial (Arroyo et al., 2005).

J4, a metodologia de Etest, embora ndo recomendada pelo CLSI para
avaliacdo de sensibilidade as polimixinas, é muito utilizada em laboratérios
clinicos por ser de mais facil realizagdo (CLSI, 2009). Entretanto, existem alguns
relatos na literatura de erros de interpretacdo dos resultados para determinagéo
da sensibilidade as polimixinas por essa técnica (Heijden et al., 2007). Heijden et

al. (2007) observaram falsa sensibilidade, nos resultados obtidos por Etest, em
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comparacao a microdiluigdo em caldo de polimixina B e colistina, com isolados de
P. aeruginosa. Esses mesmos autores mostram uma boa concordancia entre
diluicio em &gar e microdiluicio em caldo, para esse microrganismo. Ja,
Nicodemo et al. (2004), comparando a técnica de Etest e de diluicdo em agar,
observaram grande concordancia entre elas para determinacdo do perfil de
sensibilidade a polimixina B e colistina para isolados de Stenotrophomonas
maltophilia, com elevadas taxas de concordancia total (96,7% para colistina e
89,4% para polimixina B). Arroyo et al. (2005) sugerem, em seu estudo, que Etest
pode ser uma alternativa para um método de referéncia para deteccdo de
resisténcia a colistina em isolados clinicos de A. baumannii.

Tan e Ng (2007) concluem que o melhor método de referéncia para teste de
sensibilidade para polimixinas ainda ndo estd definido. Os dados obtidos na
literatura, até o momento, sugerem uma boa concordancia entre os métodos
dilucionais.

Critérios de reprodutibilidade para determinacdo da sensibilidade a
antimicrobianos s&o criticos para interpretacdo apropriada dos testes de
sensibilidade. Diversas variaveis, presentes nas diferentes metodologias
utilizadas, podem influenciar na interpretacdo dos resultados de um teste de
sensibilidade, como: A) o meio de cultura utilizado; B) a concentracdo de ions; C)
0 indculo bacteriano e D) o tempo de incubacgéo.

O CLSI preconiza que o meio de cultura Mueller-Hinton seja utilizado para
a avaliacdo da sensibilidade antimicrobiana as polimixinas, entretanto, a British
Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) recomenda o meio Iso-Sensitest
para esse fim (CLSI, 2009; BSAC, 2009). Koeth et al. (2000) afirmam, em seu

estudo, que Iso-Sensitest € uma alternativa aceitavel para determinagcdo da CIM.
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No entanto, diversos estudos vem relatando, ha algum tempo, a existéncia de
variacdo na interpretacdo dos resultados de testes de sensibilidade, conforme o
meio de cultura utilizado (Pollock et al., 1978; Milne et al., 1993).

Um estudo realizado em 2007 mostra que, no meio Iso-Sensitest, houve
crescimento de uma subpopulacdo resistente a polimixina, fato esse né&o
observado quando o teste foi realizado no meio Mueller-Hinton. Apesar disso,
esses autores observaram que o0s meios Miueller-Hinton e Iso-Sensitest
apresentaram alta concordancia na obtencéo das CIMs pelas técnicas de diluicdo
em &agar e microdiluicdo em caldo, diferente da metodologia de Etest que
apresentou altas taxas de erros com a utilizagdo de diferentes meios de cultura
(Lo-Tem-Foem et al., 2007).

O CLSI recomenda o meio de cultura BHI para triagem de Enterococcus spp.
e Staphylococcus spp. resistentes a vancomicina. Existem poucos estudos
testando a confiabilidade dos resultados obtidos em testes de sensibilidade
realizados com BHI. Duncan et al. (1974) realizaram testes de sensibilidade a
gentamicina, para isolados de P. aeruginosa utilizando a metodologia de diluicdo
em &gar, com meio de cultura BHI e encontraram resultados idénticos aqueles
obtidos com Mueller-Hinton. Até o momento, ndo existem estudos que utilizem o
meio BHI para realizacéo de teste de sensibilidade as polimixinas, testando sua
eficacia para esse fim.

A concentracdo de ions, como calcio, magnésio e manganés do meio de
cultura, utilizado para a realizacdo de testes de sensibilidade a diversos
antimicrobianos, pode influenciar na atividade in vitro do mesmo, promovendo
erros na interpretacdo dos resultados (Kenny et al., 1980; Andrews et al., 2002;

Thamlikitkul e Tiengrim, 2008). Casillas et al. (1981) s6 conseguiram obter as
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zonas de inibicdo de gentamicina, no tamanho esperado para a amostra controle,
quando o meio de cultura teve a concentracdo de calcio e magnésio ajustada.

Existem relatos na literatura de que diferentes marcas ou lotes de meios de
cultura podem gerar resultados controversos para testes de sensibilidade as
polimixinas. Em 1975, D’Amato et al. observaram elevacbes nas CIMs de
polimixina B com o aumento da concentracdo de calcio e magnésio no meio de
cultura. Esses autores relataram que quando a metodologia de microdiluicdo em
caldo, para diversos antibibticos, entre eles polimixina B, era realizada com
suplementacao de céalcio e magnésio no meio de cultura, os valores de CIM eram
superiores aos obtidos por diluicho em &gar, entretanto, o contrario acontecia
guando o meio ndo era suplementado com esses ions. Esses autores também
observaram que a combinacéo de calcio e magnésio produzia maior variagdo dos
resultados do teste de sensibilidade do que quando esse dois ions eram
adicionados separadamente. Além disso, outro estudo relatou a presenca de
diferentes concentracdes de manganés entre diferentes marcas comerciais de
Mueller-Hinton &gar. Esses autores observaram uma relacdo entre o aumento da
concentracdo desse ion e obtencdo de CIMs mais elevadas para tigeciclina entre
amostras de Acinetobacter spp., enterobactérias, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecium (Fernandez-Mazarrasa et al., 2009).

O CLSI preconiza uma concentracao de 10 a 12,5mg/L de magnésio e 20 a
25mg/L de caélcio para testes de sensibilidade a maioria dos antimicrobianos,
incluindo as polimixinas. Entretanto, a concentracdo desses ions varia conforme
o fabricante e até mesmo entre os diferentes lotes de um mesmo fabricante.
Sendo assim, a suplementacao correta de cations no meio de cultura é importante

para a obtencgéo de resultados corretos do teste de sensibilidade.
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O preparo do inoculo bacteriano é a primeira fase para a realizacdo de um
teste de sensibilidade aos antimicrobianos. O efeito in6culo € um fendmeno
observado in vitro de uma significativa elevacdo nas CIMs de antimicrobianos
guando o numero de microrganismos inoculados no teste de sensibilidade é maior
que aquele preconizado (Miyazaki et al., 2009). O CLSI recomenda a utilizagdo de
um indculo na concentracdo de 1x10°UFC/mL para realizagdo dos testes
dilucionais de sensibilidade (CLSI, 2009). Diversos estudos mostram a diminui¢cao
da atividade in vitro de diferentes antibiéticos com o aumento da concentragéo do
in6culo bacteriano utilizado para a realizacdo do teste de sensibilidade, sendo
que, em alguns casos foi possivel observar a mudanca da categoria de
sensibilidade, de sensivel para resistente entre os isolados testados (Corrado et
al., 1980; Miyazaki et al., 2009). Alguns autores sugerem que seja feito o controle
do in6culo bacteriano, por meio de contagem de col6nias, para evitar o efeito
in6culo e a confirmacdo dos fenotipos de resisténcia (Miyazaki et al., 2009).
Alguns estudos com vancomicina para Staphylococcus aureus, mostram melhores
resultados quando utilizada escala dois de McFarland, ao invés da preconizada
pelo CLSI (Walsh et al., 2001; Lulitanond et al., 2006). Ja Mizunaga et al. (2005)
nao obtiveram aumento significativo da CIM, para nenhum antimicrobiano testado,
considerando, em seu estudo, um aumento de mais de 4 vezes na CIM.

Outro fator que pode influenciar na determinacdo da sensibilidade a
antimicrobianos € o tempo de incubacdo. O CLSI recomenda de 16 a 20 horas de
incubacédo para testes com Acinetobacter spp. e de 20 a 24 horas de incubacao
para testes com isolados de P. aeruginosa, para diluicio em agar, microdiluicao
em caldo e, também, para Etest (CLSI, 2009). Acredita-se que o aumento do

tempo de incubacao pode induzir o crescimento de uma subpopulagéo resistente
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as polimixinas, podendo gerar erros de interpretacdo dos testes. No entanto, ndo
existe um consenso na literatura a respeito da real influéncia do tempo de
incubacé&o nos testes de sensibilidade. Alguns estudos relatam que o aumento do
tempo de incubacao pode elevar, em algumas diluices, o resultado dos testes de
sensibilidade (Hogdart et al.,, 2004; Tan e Ng, 2007). Entretanto, Kohner et al.
(1997) ndo encontraram diferencas nos resultados obtidos na avaliagdo da
sensibilidade as polimixinas com 24 ou 48 horas de incubacgdo utilizando

diferentes metodologias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras bacterianas
Inicialmente, foram selecionadas dez amostras de Pseudomonas
aeruginosa e dez amostras de Acinetobacter spp., que se encontravam
armazenadas em TSB com 15% de glicerol a -20C, no banco de microrganismos
do Laboratério Especial de Microbiologia Clinica (LEMC), da Disciplina de

Infectologia da UNIFESP.

As amostras foram cultivadas duas vezes em agar sangue antes de serem
submetidas aos testes fenotipicos, para a garantia da viabilidade e da pureza das
amostras. Preferencialmente, foram selecionadas amostras bacterianas que, por
meio da técnica de Pulsed Field Gel Eletrophoresis, mostraram-se
genotipicamente distintas entre si. Pelo menos cinco amostras de cada espécie

eram resistentes aos carbapenens.

4.2 Avaliacdo da similaridade genética dos isolados estudados por
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE).

A relacdo genética entre os isolados foi avaliada pela técnica de PFGE

com o objetivo de verificar se esses ndo fossem representantes de um mesmo

clone.

As amostras foram incubadas por 18 a 24 horas em 10 mL de caldo TSB
(Tryptic Soy Broth, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Apds, foram centrifugadas por

20 minutos a 3000rpm. O sobrenadante foi desprezado e, o precipitado contendo
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as células bacterianas, diluido em 1 mL de solucdo salina, homogeneizado e
transferido para tubo de microcentrifuga previamente pesado.

Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 12000 rpm e o sobrenadante
foi removido. O material centrifugado foi diluido em solucéo salina, na propor¢ao
1:1 entre o volume de diluente e o peso do material obtido pela centrifugacao.
Esse ultimo valor foi calculado pela subtracéo do peso do tubo vazio pelo peso do
tubo contendo o precipitado de células. Ap6és minuciosa homogeneizacdo da
mistura, 40 puL dessa foi transferido para outro tubo, que continha 300 pL de
tampéo TEN (Tris 200 mM pH 7.5; EDTA 100 mM, NaCl 150 mM). Nesses tubos
foi adicionado 340 pL de agarose de baixo ponto de fuséo, que foi colocado em
moldes para a formacé&o de blocos de gel de agarose.

Depois de solidificados, os blocos foram incubados a 37°C, por no minimo
4 horas em solucao EC (Tris 6 mM pH 6.5, NaCl 1 M; EDTA 0,01 M, Brij 58 0,5%,
Sarcosil 0,5% e Deoxiglicolato 0,2%). A solucdo EC foi removida e substituida por
2 mL de solucdo ES (EDTA 0,4 M pH 9,3 e Sarcosil 10%) contendo 1 mg/mL de
proteinase K (20 mg/mL). As amostras foram incubadas por 12 horas a 50°C.
Posteriormente ao tratamento com proteinase K, foram realizadas quatro
lavagens com CHEF-TE (Tris 0,1 M pH 7.5, EDTA 0,1 M), de 30 a 60 minutos. O
DNA bacteriano contido nos blocos de agarose foi submetido a clivagem com Spe
I, a 37°C por 12-18 horas, de acordo com instrucées do fabricante (New England
Biolabs, Ipswich, EUA).

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, em TBE 0,5x (Tris
0,089 M, acido boérico 0,089 M e EDTA 0,002 M), no sistema CHEF-DR Il

(BioRad Laboratories, Califérnia, EUA) em temperatura de 13°C e utilizando
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corrente elétrica de 200 Volts (6VV/cm). O gel foi corado com brometo de etidio
0,08uL/mL e fotografado sob iluminacao ultravioleta (Maslow; Mulligan, 1996).

As amostras foram consideradas idénticas (derivadas de uma mesma cepa
ou pertencentes a um mesmo clone) quando apresentaram perfil eletroforético
idéntico de todas as bandas. As amostras que apresentaram diferencas do perfil
de até seis bandas foram consideradas semelhantes (subtipos) e pertencentes a
um mesmo clone. As amostras que apresentaram sete ou mais bandas
discordantes foram consideradas amostras geneticamente distintas (Tenover et

al., 1995).

4.3 Testes de Sensibilidade as Polimixinas

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de polimixina B e colistina foi
realizada pelas técnicas de diluicdo em agar e microdiluicdo em caldo, de acordo
com as recomendacdes do CLSI (2006a) e, pela técnica de Etest, de acordo com
as recomendac0des do fabricante (AB Biodisk, Solna, Suécia).

A CIM foi definida como a menor concentracéo de antimicrobiano capaz de
inibir o crescimento bacteriano. As amostras foram classificadas como sensiveis
ou resistentes as polimixinas, de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI

(2006bh).

4.3.1 Preparo das solucdes estoque de Polimixina B e Colistina

Os sais de antimicrobianos utilizados nos testes de sensibilidade foram

sulfato de polimixina B e sulfato de colistina, ambos obtidos da Sigma Chemical
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(St. Louis, MO, EUA). Os sais foram mantidos num dissecador em ambiente

refrigerado (temperatura entre 2-8C).

A solucdo estoque dos antibidticos foi preparada de acordo com as normas
estabelecidas pelo CLSI (2006a). A quantidade de sal, utilizada para preparar a

solucéo estoque, foi estabelecida pela seguinte formula:

P = Volume x Conc.Sol.

Poténcia

Onde,

Volume: volume da solugcdo estoque desejada (mL); Conc. Sol.:

concentracéo da solucao desejada (ng/mL); Poténcia: atividade do antimicrobiano
(Hg/mg).

As solucgbes estoque foram preparadas na concentracéo de 3200 pg/mL.
Diluicbes seriadas foram realizadas, com caldo Mdueller-Hinton (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra), para obter concentracdes finais de antimicrobianos que
variaram de 0,03 a 32 pg/mL, tanto para diluigdo em agar quanto para técnica de

microdiluicdo em caldo.

4.3.2 Diluicdo em agar

Para o preparo das placas, 2 mL de uma solucdo de antimicrobiano, com
concentracdo 10 vezes superior a ser testada, juntamente com a solucdo de
CaCl,, foi adicionado a 18mL de agar Mdieller-Hinton (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra), com temperatura estabilizada em 56°C. Apdés homogeneizacdo, o

meio foi vertido em placas de Petri de 90 x 15 mm. As placas foram utilizadas no
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mesmo dia ou armazenadas entre 2 e 8°C por, no maximo, 24 horas. A

concentracéo da droga no meio de cultura variou entre 32 a 0,03 em pg/mL.

A suspenséao bacteriana foi preparada a uma concentracdo correspondente
a 0,5 da escala de McFarland (1 a 2 x 10® UFC/mL) com o auxilio de um
turbidimetro digital (Baxter®, Sacramento, EUA). Apds estas etapas, a suspensao
bacteriana foi diluida com &gua destilada estéril na propor¢cdo de 1:10 mL,

resultando em inéculos de aproximadamente 1 a 2 x 10’UFC/mL.

Duzentos microlitros do in6culo bacteriano foi transferido para a base do
inoculador de Steers com 37 pinos. Desse modo, 1 a 2 yuL de cada amostra foi
inoculado na placa de Petri obtendo o in6culo final de 10* UFC/mL. As placas
foram deixadas em temperatura ambiente até a absor¢édo do inéculo pelo agar. O

resultado foi lido apds incubacgéo a 35°C, por 24 horas.

4.3.3 Microdiluicdo em caldo

As solucbes de antimicrobianos foram dispensadas nas microplacas de
96 orificios conforme a Figura 2. Em cada placa de microdiluicdo, uma linha foi
usada como o controle de esterilidade. A coluna 1 foi utilizada como controle de
crescimento, em todas as placas. As placas foram identificadas, congeladas a -

70C e utilizadas em até 24 horas ap0s o preparo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,3 062 | 1,25 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320
B 0,3 062 | 1,25 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320
Cc 0,3 062 | 1,25 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320
D 0,3 062 | 125 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320
E 0,3 062 | 125 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320
F 0,3 062 | 125 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320
G 0,3 062 | 125 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320
H 0,3 062 | 125 | 25 5 10 20 40 80 160 | 320

Figura 2. Concentracdes das polimixinas na placa de microdiluicdo (concentracdo 10x
maior que a final). Cada linha representa uma amostra e cada coluna uma concentracao

do antibi6tico em pg/mL.

Foi preparado um indculo na concentragao correspondente a 0.5 da escala
de McFarland, com o auxilio de um turbidimetro digital (Baxter®, Sacramento,
EUA). A suspensao foi diluida com agua destilada estéril na proporc¢édo de 1:1000,
resultando em inéculos de aproximadamente 1 a 2 x 10°UFC/mL. Vinte microlitros
da suspenséo bacteriana foi inoculado nos orificios da placa, obtendo um in6culo
final de 10* UFC/mL (diluicdo 1:10) e, diluindo, em 10 vezes, a concentracdo da
droga. O resultado foi lido apds incubacédo a 35°C, por 24 horas, por inspecao
visual.

4.3.4 Etest

Foi preparado um in6culo com turbidez correspondente a 0,5 da escala de
McFarland. Essa suspenséo foi uniformemente semeada em placas com o meio
de cultura acrescido de célcio. As placas foram deixadas em temperatura

ambiente por 15 minutos para que houvesse a absorcéo do inéculo pelo meio de
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cultura. Logo apos, as fitas de Etest, contendo os antimicrobianos com
concentragcbes entre 0,064 a 1.024 pg/mL, foram dispensadas na superficie do

agar.

As placas foram incubadas a 35°C, por 24 horas. A determinacdo da CIM

foi feita pela leitura da elipse formada em torno da fita de Etest.

4.4 Alteracdo de variaveis nos testes de sensibilid  ade
Para analisar fatores que pudessem influenciar na realizacéo dos testes de
sensibilidade as polimixinas, foram alteradas variaveis preconizadas pelo CLSI,
como, o meio de cultura, a concentracdo de célcio, a concentracdo do indculo

bacteriano e tempo de incubagéo.

4.4.1 Meio de cultura

Cada metodologia avaliada foi realizada, conforme descrito acima (ltens
4.3.2, 4.3.3 e 4.3.4), com variacdo de trés diferentes meios de cultura: o meio
Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), preconizado pelo CLSI, além dos
meios ISO-sensitest (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e Infusdo de Cérebro e
Coracdo (BHI) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), com o intuito de verificar possiveis

diferencas na determinacgéo da CIM para as polimixinas.

4.4.2 Concentragdo de Calcio no Meio de Cultura
Para as trés metodologias estudadas, diluicio em agar, microdiluicdo em
caldo e Etest, realizadas conforme descrito nos itens 4.3.2, 4.3.3 e 4.3.4, foram

utilizados meios de cultura com concentra¢gdes de calcio de 25, 50 e 75 mg/L.
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Para a suplementacdo de cation divalente célcio, foi preparada uma

solugéo padréo, de 10mg/mL, de acordo com as recomendacdes do CLSI. Ainda,

foi acrescido 0,1 mL de solucdo padréo fria de célcio para cada litro de meio de

cultura, para que se obtivesse a concentracdo desejada (Tabela 1). De acordo

com as informacdes obtidas do fabricante do meio de cultura, foi calculado o

volume necessario da solucdo de CaCl, para atingir a concentracdo de célcio

desejada para cada lote de meio de cultura (Tabela 1).

Tabela 1. Volumes utilizados para suplementacao de calcio no meio de cultura.

Meio de cultura Concentracéo original de Volume da solugéo de célcio suplementado
(Oxoid, calcio (informagéo em 18 mL de meio de cultura
Basingstoke, f id lo fabricant T T -
asingstoke ornecida pelo fabricante) Ca~ 25 mglL_[Ca~ 50 mg/L | Ca 75 mglL
Inglaterra)
Mueller-Hinton agar 18,81 mg/L 11,16 pL 56,16 pL 101,16 pL

4.4.3 Concentracédo do Inéculo

A concentracao do inéculo foi modificada nas metodologias de diluicdo em

agar, microdiluicdo em caldo e Etest, realizadas conforme descrito nos itens 4.3.2

e 4.3.3. Foram utilizados in6culos nas concentracdes de 10% 10° e 10° UFC/mL

para verificar possivel variacao significativa no resultado do teste de sensibilidade.

N&o foi realizada a variacdo desse parametro, na metodologia de Etest, por essa

ser inoculo independente ( AB biodisk, Solna, Suécia).



24

4.4.4 Tempo de incubacéo

Foram realizados testes de sensibilidade a polimixina B e colistina por
diluicdo em agar, microdiluigdo em caldo e Etest, conforme descritos acima (itens
4.3.2, 4.3.3 e 4.3.4), segundo recomendacdes do CLSI (2006a). Foram feitas
leituras com 18, 24 e 48 horas de incubagédo a 37°C. Os resultados foram

analisados segundo critérios interpretativos do CLSI (2006b).

4.5 Controle da Qualidade

Para o controle da qualidade dos testes de sensibilidade foram utilizadas
as cepas ATCC 27853 de P. aeruginosa e ATCC 25922 de Escherichia coli,
seguindo critérios estabelecidos pelo documento do CLSI (2006b) M100-S16.

Em todos os testes foi feito um controle de in6culo pela metodologia de
contagem de colénias. Uma diluicdo seriada 1:10 do inéculo foi realizada com
solucéo salina 0,85%. Vinte microlitros de cada diluigdo foi semeado em placas de
agar Mueller-Hinton em triplicata e incubadas por 18 a 24 horas a 37°C. Apoés a
contagem de colbnias foi utilizada a seguinte formula para determinar se o in6culo
estava correto: Cc = 50 x N x D; onde, N foi a média de colbnias contadas na
triplicata e D foi a diluicdo. 50 é uma constante para a correcdo do volume em

microlitros

4.6 Testes de Reprodutibilidade
Trés amostras de cada espécie foram selecionadas aleatoriamente para os
testes de reprodutibilidade. Essas amostras foram testadas em triplicata, em trés

ocasides distintas utilizando as mesmas condicfes pré-estabelecidas.



25

4.7 Concordancia total e categorica

Foram considerados resultados concordantes quando as CIM obtidas
foram idénticas ou até mais ou menos uma diluicdo logaritmica (+/- 1Log,) de
diferenca.

A concordancia categorica foi definida como a classificagdo das amostras
em uma mesma categoria de sensibilidade pelas diferentes metodologias
utilizadas. Falsa sensibilidade e falsa resisténcia foram classificadas como erro
muito grave e erro grave, respectivamente. Erros na definicdo da categoria
intermediaria foram classificados como erro menor, de acordo com as

recomendacdes do CLSI.

4.8 Analise dos dados

As variaveis obtidas pelos testes de diluicdo em &gar, microdiluicdo em

caldo e Etest foram linearizadas por conversdes logaritmicas.
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5. RESULTADOS

5.1 Amostras Bacterianas

Foram avaliadas neste estudo dez amostras de Acinetobacter spp. Das 10
amostras de P. aeruginosa, somente nove foram estudadas, pois a amostra
P1080 ndo permaneceu viavel durante os testes. As 19 amostras estudadas

foram consideradas distintas entre si, por meio da técnica de PFGE.

5.2 Testes de sensibilidade as polimixinas

Dez amostras de Acinetobacter spp. foram avaliadas neste estudo, cujas
CIMs para polimixina B e colistina podem ser observadas na Tabela 2. Das
amostras avaliadas, somente uma apresentou resisténcia as polimixinas (MICs
entre 4 e 8 ug/mL). Nao foi observada uma diferenca significativa na atividade in

vitro entre a colistina e a polimixina B contra as amostras de Acinetobacter spp.

avaliadas.

Tabela 2: Teste de sensibilidade as polimixinas por distintas técnicas, para isolados de

Acinetobacter spp.

CIM (ug/mL)
Diluicdo em | Diluicdo em | Microdiluicdo | Microdiluicdo Etest Etest
Espécie | Amostra Agar Agar em Caldo em Caldo Polimixina B Colistina
Polimixina B Colistina Polimixina B Colistina
70028 1 1 0,12 0,25 1 0,5
] 70036 0,5 0,5 0,5 0,12 0,5 0,5
& 5830 2 2 1 0,12 1 0,5
5 3151 1 0,5 0,12 0,12 0,5 0,5
o 4215 05 1 05 05 1 05
3 4947 0,5 0,5 0,25 0,12 0,5 0,5
2 5433 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1
< 5557 05 1 05 05 1 05
146098 2 2 0,5 0,25 0,5 0,5
146054 8 8 4 4 8 8
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Entre as nove amostras de P. aeruginosa testadas, todas foram sensiveis
a polimixina B e a colistina pela técnica de microdiluicdo em caldo, apresentando
0s menores valores das CIMs entre 1 - 2 ug/mL e 2 pg/mL, respectivamente. Ja
pela técnica de agar diluicdo, essas amostras tiveram CIMs para polimixina B e
colistina entre 2 - 4 pg/mL e 4 pg/mL, respectivamente, ou seja, uma diluicdo
acima daquelas observadas pela técnica de microdiluicdo em caldo e para a
metodologia Etest, as CIMs variaram entre 2 e 8 ug/mL para as duas drogas
avaliadas, sendo entdo as maiores CIMs neste grupo de testes (Tabela 3).

Também néao foi observada uma diferenca significativa na atividade in vitro
entre a colistina e a polimixina B contra as amostras de P. aeruginosa avaliadas,
quando comparadas as técnicas diluicdo em agar e microdiluicdo em caldo e
entre as técnicas diluicdo em agar e Etest, porém quando analisadas as técnicas
diluicdo em agar e Etest, foi possivel observar diferencas maiores que duas

diluicdes em um caso contra Polimixina B e dois casos contra Colistina.

Tabela 3: Teste de sensibilidade as polimixinas por diferentes técnicas dilucionais, para isolados de

P. aeruginosa.

CIM (pg/mL)
Diluicdo em Diluicédo Microdiluicdo | Microdiluicdo Etest Etest
Espécie | Amostra Agar em Agar em Caldo em Caldo Polimixina Colistina
Polimixina B Colistina Polimixina B Colistina B
P1122 4 4 1 1 8 8
P1276 4 4 2 1 4 4
3 P1278 2 4 1 1 2 2
£ P1319 4 4 2 1 7 Z
GEJ P1411 4 2 2 1 8 8
@ P1673 4 4 1 1 4 2
e P1900 4 4 2 1 8 4
P956 4 4 2 1 2 2
1110 2 4 1 1 2 