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RESUMO

Base tedrica: A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) € um problema que vem
crescendo e ameacando a saude publica em todo o mundo. Infecgdes por bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos resultam em aumento da duragdo do
tratamento bem como nas taxas de morbi-mortalidade. A emergénia de bactérias
Gram-negativas multirresistentes (MDR), em particular Enterobacterales resistentes
a carbapenémicos, levou a um aumento do uso de polimixinas na pratica clinica.A
administracado rapida de antimicrobianos efetivos e a implementagao de praticas
suplementares de controle de infeccao sdo necessarias para otimizar o tratamento e
limitar a disseminagdo desses organismos altamente resistentes. O uUnico método
de referéncia para a determinacdo da suscetibilidade as polimixinas € a
microdiluicdo em caldo (BMD). No entanto, a BMD é uma técnica demorada e
trabalhosa. E necessario desenvolver novas metodologias que fornecam uma
avaliagao mais rapida da suscetibilidade as polimixinas, o que permitiria tratamentos
mais eficazes.

Objetivo: Propor um método simplificado de crescimento relativo por MALDI-TOF
MS para determinagao da suscetibilidadede Enterobacterales a polimixina B.
Métodos:Estudo transversal e retrospectivo com 60 isolados bacterianos de
Enterobacteralesresistentes ou suscetiveis a polimixina B obtidos nos anos de 2016
e 2017. A concentracao Inibitoria Minima (CIM) da polimixina B foi determinada
através do método de microdiluicdo em caldo. O método crescimento relativo foi
adaptado da técnica MBT-ASTRA, a qual se baseia na avaliagdo quantitativa de
proteinas de baixo peso molecular produzidas durante o crescimento bacteriano na
presenca e auséncia do antibidtico (Polimixina B).

Resultados: O método adaptado de crescimento relativo obteve uma concordancia
categorica de 96,7% quando comparado ao método referéncia de microdiluicdo em
caldo.

Conclusao:A técnica de crescimento relativo por MALDI-TOF MS foi capaz de
discriminar entre isolados resistentes e suscetiveis aPolimixina B para bactérias da
ordemEnterobacterales.

Palavras chaves: crescimento relativo, MALDI-TOF MS, MBT-ASTRA,Teste de

suscetibilidade,Polimixina B.



ABSTRACT

Background: Antimicrobial resistance (AMR) is a growing problemwhich threats
public health around the world. Multidrug resistant bacteria infections result in an
increase in the duration of treatment as well as morbidity and mortality rates.The
emergence of multidrug resistant (MDR) gram-negative bacteria, in particular
Enterobacterales resistant to carbapenems, has led to an increase use of polymyxins
in clinical practice. Rapid administration of effective antimicrobials and
implementation of supplemental infection control practices are necessary to improve
patient outcomes and to limit the spread of these highly resistant organisms. The
only reference method for the determination of susceptibility to polymyxinsis
brothmicrodilution (BMD). However, BMD is a time consuming and laborious
technique. It is necessary to develop new methodologies that provide faster

evaluation of polymyxins susceptibility which would allow more effective treatments.

Objective: To propose a simplified method of relative growth by MALDI-TOF MS for
determination of Enterobacterales susceptibility to polymyxin B.

Methods:A cross-sectional and retrospective study was conducted with sixty
bacterial isolates resistant or susceptible to polymyxin B Enterobacterales obtained
during 2016 and 2017.The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of polymyxin B
was determined by the broth microdilution method.The relative growth method was
adapted from the MBT-ASTRA technique which is based on the quantitative
evaluation of low molecular weight proteins produced during bacterial growth in the

presence and absence of the antibiotic (Polymyxin B).

Results:The adapted relative growth method obtained a categorical agreement of

96% when compared to the reference method.

Conclusions: The relative growth technique by MALDI-TOF MS was able to
discriminate between resistant and sensitive Polymyxin B isolates for
Enterobacterales bacteria.

Key words: relative growth, MALDI-TOF MS, MBT-ASTRA and polymyxin B
susceptibilitytesting
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1.INTRODUGCAO

O crescente aumento na incidéncia de bactérias gram-negativas resistentes a
varios antibidticos € um problema importante na area de assisténcia a saude (1).
Segundo relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 2015, as doengas
infecciosas representam mais de 30% de todas as mortes no mundo (2) e a
antibioticoterapia imediata e correta € o fator principal para o sucesso terapéutico
dos pacientes com infecgdes bacterianas (3).Portanto, abordagens rapidas e
econbmicas para detectar bactérias resistentes e introduzir acées apropriadas para
terapia e controle de infecgdo tornaram-se muito importantes (4).

Com o objetivo de combater bactérias gram-negativas multirresistentes,
antibidticos antigos, como as polimixinas, foram reintroduzidos na pratica clinica. As
polimixinas (Colistina e Polimixina B) que, embora apresentem toxicidade ao ser
humano, se tornaram antibiéticos de “uUltimo recurso” para o tratamento de infecgdes
por bactérias gram-negativas resistentes a multiplas drogas (MDR), em particular os
resistentes aos carbapenémicos (5).

Os testes de suscetibilidade a polimixina sdo um grande desafio, pois as
infeccbes por bactérias Gram-negativas resistentes a colistina estdo associadas a
uma maior taxa de mortalidade dos pacientes (6). Os desafios em determinar a
suscetibilidade a polimixina s&o numerosos, incluindo a baixa difus&o de polimixinas
em agar, as propriedades catidnicas inerentes as polimixinas, a presenca de
heterorresisténciaa polimixina em varias espécies bacterianas e a auséncia de um
método de referéncia para comparagdes confidveis de testes comerciais (7,8).

A melhoria e a padronizagao dos testes de suscetibilidade para polimixinas
tornaram-se um problema importante devido ao aumento de bacilos gram-negativos
multirresistentes. Recentemente, o ClinicalandLaboratory Standards Institute (CLSI)
e EuropeanCommitteeonAntimicrobialSusceptibility Testing(EUCAST )recomendaram
a microdiluigdo em caldo (BMD) como método de referéncia para o teste de
suscetibilidade a polimixina (9,10).

O surgimento de bactérias gram-negativas MDR e o aumento do uso de
polimixina B e colistina levaram a comunidade cientifica a buscar métodos novos,
mais rapidos e confiaveis, para avaliar a suscetibilidade de isolados bacterianos as

polimixinas. Nos ultimos anos, a técnica de espectrometria de massa com fonte
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de ionizacdo e dessorcao a laser assistida por matrize analisador de tempo-de-
véo (MALDI-TOF MS) foi desenvolvida para ser um método de rotina em laboratorios
de microbiologia para a identificagdo rapida e econdmica de microorganismos.
Estender o uso de MALDI-TOF MS no laboratorio de microbiologia clinica para a
area de testes de resisténcia € uma opg¢ao atraente (11).

Recentemente, foi proposta uma metodologia denominada MBT-ASTRA
(MALDI Biotyper - Teste Rapido de Susceptibilidade aos Antibidticos), que utiliza
uma analise semi-quantitativa para detectar resisténcia aos antibiéticos em um
sistema de diluicdo em caldo sem a necessidade de meios de cultura especificos
(12).0 MBT-ASTRA avalia as taxas de crescimento relativo de isolados bacterianos
expostos ao antibidtico em comparagcao com aqueles sem antibiéticos durante um
curto periodo de incubacdo. Essas amostras sdo adicionadas a um padrao de
referéncia para permitir a normalizacao entre os espectros e a area total sob a curva
(AUC) de todos os picos; dentro de uma faixa de massa definida que é calculada
para fornecer valor ao crescimento bacteriano.Nesse método, uma AUC
significativamente reduzida gerada a partir de amostras de antibioticos, em
comparagao com aquelas sem antibiéticos, indica suscetibilidade ao antibiodtico
(13).Como o ensaio MBT-ASTRA usa informagdes da taxa de crescimento para
determinacao da resisténcia, essa técnica independe do mecanismo de resisténcia e
pode ser usado para avaliar a suscetibilidade de virtualmente qualquer antibiotico.

Esse estudo teve como principal objetivo avaliar uma versdo adaptada da
metodologia MBT-ASTRA para a determinagéo da suscetibilidade a polimixina B de
isolados clinicos de Enterobacterales, ja que nao ha nenhum estudo com MALDI-
TOF e Polimixina B.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1.POLIMIXNAS

A classe das polimixinas consiste de cinco polimixinas (A a E), mas somente
duas formas estdo disponiveis para uso clinico, a colistina (polimixina E) e a
polimixina B, tendo esta ultima sido desenvolvida com o objetivo de ser menos téxica
(14). A polimixina B foi descoberta no ano de 1947 a partir de Paenibacillus
polymyxa e a colistina (polimixina E) foi produzida pelo crescimento de P. polymyxas
ubsp. colistinus em 1949 (15-17).

As polimixinas sao peptideos ciclicos com cadeias laterais peptidicas
cobertas com uma cauda alquil saturada hidrofébica de acido a,y-diaminobutirico
(Figura 1). Essas moléculas s&o policatidnicas (positivamente carregadas) e
hidrofébicas, capazes de deslocar os ions magnésio e calcio dos grupos fosfatos,
gue sao anidnicos (negativamente carregados). O deslocamento destes ions permite
que as moléculas antimicrobianas interajam eletrostaticamente com o lipidio A
(negativamente carregado) do lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa. Essa
perturbacao leva a uma permeabilidade aumentada da membrana celular bacteriana
com consequente extravazamento do conteudo intracelular provocando a rapida

morte celular (14, 18).

a) b)

Figura 1. Estrutura quimica da colistina (a) e da polimixina B (b).
Fonte: PubChem. Disponivel em https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

Estes antibidticos foram utilizados por muito tempo para o tratamento de
infeccbes severas causadas por bacilos Gram-negativosaté aproximadamente
meados da década 1980, quando foram retiradasda pratica clinica devido aos seus
efeitos adversos comonefrotoxicidade e neurotoxicidade(19-21). A emergénciade

bacilos Gram-negativos multiresistentes, em particular resistentes aos
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carbapenémicos, levou ao ressurgimento das polimixinas como opg¢ao terapéutica no
tratamento de ultimo recurso em meados da década de 2000 (22,23). Atualmente,
polimixinas E e B fazem partede um grupo de antibidticos que pertencem as
ultimasopgdes terapéuticas para tratamento de infecgbescausadas por bactérias
multirresistentes (MDR) comoPseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
Klebsiellapneumoniae (24-26). Assim, com o aumento da utilizagdo das polimixinas
a resisténcia a esse grupo de antibioticos comegou a aumentar em diversas regides

do mundo.

Antes de 2015, os mecanismos de resisténcia as polimixinas eram associados
apenas a mutacdes cromossomais,entretanto em2015, Liu e seus colaboradores
descreveram, pela primeira vez, a resisténcia as polimixinas mediada por um gene
com localizagao plasmidial (gene mcr-1) em isolados de origem humana e animal na
China. Essa resisténcia plasmidial causou uma enorme preocupacao mundial devido
a possibilidade de transferéncia horizontal do gene e, portanto, elevada
disseminagao. Apds sua primeira descricdo, o gene mcr-1 e suas variantes foram
relatadas em outros paises e a presenca desse gene foi observada em grande

variedade de espécies bacterianas de diferentes origens (27,28).

No Brasil como também na Malasia, Cingapura, Estado de Nova York nos
EUA e algumas regies da india, a Polimixina B é a mais utilizada entre as

polimixinas (29, 30).

Dados brasileiros publicados em 2006 sobre resisténcia as polimixinas em
Escherichia coli e Klebsiellapneumoniae indicaram baixas taxas de resisténcia a
Polimixina B de 0,5% e1,8% respectivamente (31). Em posterior publicagdo no ano
de 2011, o mesmo grupo identificou uma taxa de resisténcia de 3,0% para isolados

K. pneumoniae na América Latina (32).

As taxas de resisténcia as polimixinas vem aumentando em todo o mundo,
incluindo o Brasil, e coincidem com a crescente utilizacdo deste antibidtico. Dados
mais recentes evidenciam esta problematica. Autores relatam dados referentes a
cidade de Sao Paulo, a maior cidade da América Latina, um aumento de resisténcia
a Polimixina B para K. pneumoniae produtoras de KPC de 0% em 2011 para 27,1%
em 2015 (33, 34).
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2.2. TESTES DE SUSCETIBILIDADE PARA POLIMIXINA B

Mesmo com a crescente utilizagdo das polimixinas na pratica clinica em
ambientes hospitalares, o método apropriado para determinar a suscetibilidade
aspolimixinas em laboratérios clinicos de rotina é a microdiluigdo em caldo (BMD),
embora seja um método trabalhoso e demorado (9,35). Varios estudos avaliam o
desempenho de meétodos para testes de suscetibilidade a polimixina obtendo
resultados inconsistentes; portanto, existe um grandedesafio para a comunidade
cientifica:o desenvolvimento de métodos rapidos e confiaveis para determinar a

suscetibilidade dos isolados bacterianos frente as polimixinas (10, 36,37).

2.2.1.DISCO DIFUSAO PARA POLIMIXINA B

O teste de difusdo disco (DD) € um método simples e barato para avaliara
suscetibilidade bacteriana a diversos antibiéticos em um mesmo procedimento. E a
principal metodologia utilizada na grande maioria dos laboratérios de microbiologia.
No entanto, a fraca e lenta difusdo das polimixinas através do agar estao associadas
a pequenas zonas de inibicdo do crescimento e significativa variagao no teste de
DD, impossibilitando avaliar as polimixinas através deste método de suscetibilidade
(38,39). Além disso,estudos anteriores (38-41) indicaram uma correlagdo muito fraca
entre os didmetros de zona de inibigdo no teste de DD eMIC sendo que alguns

destes obtiveram ainda taxas de falsa suscetibilidade de até 35% (38,42).

2.2.2. TIRAS DE GRADIENTE DE CONCENTRAGAO PARA POLIMIXINA B

O teste de gradiente de difusdo, sdo produtos comerciais que permitem a
determinagao da concentragéo inibitéria minima (CIM). Estes testes utilizam uma tira
plastica inerte e ndo porosa impregnada com as crescentes concentragdes de
antibidtico (0,064 a 1.024 ug/mL para Polimixina B). Aplica-se a tira na superficie de
uma placa de Muller Hinto-Hinton (MHA) inoculada com uma suspensao bacteriana

na concentracao de 0,5 McFarland. Apds incubacdo por 18 a24 ha35+2°C, a
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formacao de uma elipse de inibigdo simétrica centrada ao longo da tira é formada. O

valorda CIM é definido onde a borda da elipse cruza a tira do teste (43,44).

Estudos indicam altas taxas de erro muito maior (VME) do método por este
método para a determinagao da suscetibilidade a polimixina (8, 42, 45). Um estudo
comparativo com 66 isolados de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos apresentou concordancia categorica (CA) de apenas 75% e 48,7%

para colistina e polimixina B, respectivamente (46).

2.2.3. SISTEMAS AUTOMATIZADOS

O sistemaVitek 2 (bioMérieux) utiliza cartdes plasticos, contendoantibiéticos
em variadas concentragdes dentro de pocgos. As concentracbes de colistina sdo
monitoradas porturbidimetria para determinar crescimento bacteriano durante um
periodo de 4 a 10 h. Estudos comparando métodos de diluicdo e sistema Vitek 2
apresentaram baixa sensibilidade para detectar isolados Gram-negativos resistentes
a colistinae também demonstraramndo serum teste confiavel para detectar

subpopulagdes heterorresistentes (39).

O sistema automatizado Phoenix (BD Diagnostics) possui painéis que testam
a colistina em concentragdes que variam de 0,5 a 4 ug / mL, e a inoculagao pode ser
realizada manual ou de forma automatica (44)e os resultados das CIM sdo gerados
em6 a 16 h.

Vourli et al. (47) avaliaram o desempenho de dois sistemas automatizados
(Phoenix 100 e Vitek 2) para testes de suscetibilidade a colistina entre isolados de
Acinetobacter baumannii resistentes ao carbapenémicos. Foram observadas altas
taxas de falsa suscetibilidade (VMESs) para os sistemas Phoenix 100 (41,4%) e Vitek
2 (37,9%). Os VMEsforam bem mais frequentes nos sistemas automatizados para
aqueles isolados que apresentaram CIM de 2 pg/mL do que para isolados que
apresentaram CIM de 1 pyg/mL quando testados pelo método de microdiluigdo em
caldo (BMD), indicando que avaliagdo da CIM por sistemas automatizados que
apresentarem resultados dentro da faixa de suscetivel devem ser avaliados por um
método de BMD.
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Conforme citado, Poirel(35), recentemente foi avaliada a precisdo do sistema
Phoenix através de 100 isolados de enterobactérias (60 resistentes a colistina e 40
suscetiveis a colistina) onde foi encontrada alta taxa (15%) de resultados falso-
suscetiveis. Além disto, foi observada uma baixa sensibilidade para detectar a
heterorresisténcia da colistina em isolados de K. pneumoniae e
Enterobactercloacae, mas uma boa sensibilidade para detectar a resisténcia a

colistina mediada por plasmideo.

O sistema MicroScan (BeckmanCoulterDiagnostics) utiliza painéiscom
concentragbes de colistina de 2 e 4 pg/mL. Estes painéis sado inoculados
manualmente e incubados no equipamento por um periodo entre 16 a 20 h (37).
Comparado com meétodos de diluicdo, a concordancia categérica do sistema
MicroScanfoi de 87% para isolados de Acinetobacter (46) e sua suscetibilidade foi
de 88% para a deteccao de resisténcia a polimixina B em isolados de K.
pneumoniae (49).

2.2.4 METODO DE DILUIGAO EM CALDO

O objetivo dométodo de diluigio em caldo édeterminar a CIM, que
corresponde a menor concentracdo de polimixina que inibe o crescimento
bacteriano, visivel apds uma incubacgao de 16 a 24 h a 35+ 2 ° C.Dois métodos de
diluicdo em caldo estdo padronizados: 1) método de macrodiluigdo em caldo, onde
se utilizam tubos estéreis com um volume que pode variar de 1 até 10mL em tubos
de ensaio; 2)método de microdiluicdo em caldo (BMD), o qual utiliza volumes que

podem variar de 0,05 a 0,1 mL em placas de microtitulacdo estéreis.

Atualmente, a microdiluicdo em caldo € o método de referéncia recomendado
pelo ClinicalandLaboratory Standards Institute(CLSI) e
EuropeanCommitteeonAntimicrobialSusceptibilityTesting(EUCAST)  (50,51) para
testes de suscetibilidade a polimixina. Conforme as recomendagdes do CLSI, a
microdiluicdo deve ser realizada com caldo de Mueller-Hinton cation ajustado (CA-
MHB), realizando uma série de diluicdes de polimixinas em duplicata e uma

suspensao bacteriana de concentragao final de 5 x10° UFC / mL em cada pogo (52).



21

Infelizmente, a microdiluicdo ¢€é bastante trabalhosa e demorada,de
preparagdo manual, que pode levar a erros significativos. Portanto, muitos

laboratorios de microbiologia clinica ndo a utilizam em sua rotina.

2.3. MALDI-TOF MS

A espectrometria de massa com fonte a laser de ionizacdo e dessorgao
assistida por matriz - tempo-de-voo(MALDI-TOF MS) trata-se de um método utilizado
em laboratérios de microbiologia clinica para a identificagdo de microrganismos.
Este método baseia-se na analise de proteinas, principalmente ribossémicas, de
microorganismos na faixa de massa de 2.000 a 20.000 Daltons (53).

A técnica de MALDI-TOF MS consiste num sistema no qual material bioldgico
do microrganismo (uma coldnia bacterianal/levedura) € colocado sobre uma placa
em que ha a matriz poliméricacapaz de fornecer prétons (ou H*) para o processo de
ionizagdo dos componentes da amostra.Quando esta matriz absorve a energia
emitida por um laser, ocorre a transferéncia de protons da matriz para os
componentes da amostra e ao mesmo tempo desencadeia-se um processo de
dessorgdo das moléculas proteicas da matriz, o que possibilita a passagem da
amostra do estado solido para o gasoso (53, 54).

Os componentes (proteinas) do ionizados e dessorvidos sao acelerados
através de um campo elétrico dentro de um tubo a vacuo até que atinjam o detector.
Neste tubo a vacuo, os componentes da amostra sdo separados de acordo com sua
relagcdo massa/cargas (m/z), chegando ao detector em diferentes tempos. Conforme
a molécula, o tempo de chegada ao detector (time offlight) é diferente. O detector
gera um grafico o qual é formadopor varios picos referentes as proteinas de
determinado microrganismo o qual € bastante especifico para o género ou mesmo
para a espécie do microrganismo especifico (Figura 2). O grafico gerado é
comparado com uma base de dados pré-estabelecida sendo que permite a
identificacdo do microrganismo indicando ainda um escore quantitativo da precisao
dessa identificagao.
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Figura 2: Diagrama da identificagdo bacteriana através da técnica de MALDI-TOF
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No sistema MALDI-TOF da empresa Bruker, os valores de escore iguais ou
superiores a 2.3 indicam que as identificagcbes sdo confiaveis a nivel de espécie.
Valores de 2.0 a 2.29 indicam que o género é confidvel e a espécie é provavel. Os
valores de 1.7 a 1.99 indicam que a identificacdo s6 € confiavel a nivel de género.
Quando o equipamento indica valoresde escore inferiores a 1.7, o resultado da
identificacdo "nao confiavel", evidenciando que a aquisicdo de espectros foi
insuficiente ou que nenhum pico de proteina foi detectado e que analises adicionais

s&0 necessarias para esta amostra. (55).

2.4. TESTES DE SUSCETIBILIDADE POR MALDI-TOF MS

A tecnologia MALDI-TOF MS possibilitou avangos revolucionarios no
diagndstico de agentes de doengas infecciosas. Além de permitir a identificagéo
rapida e confidvel de bactérias e fungos, esta tecnologia tem sido recentemente, e
em condigbes experimentais, aplicada a detecgdo de alguns mecanismos de
resisténcia antimicrobiana. Uma abordagem bem mais atual para o uso da
tecnologia MALDI-TOF foi proposta para a avaliagdo da suscetibilidade aos

antimicrobianos. Assim, varias abordagens foram propostas e avaliadas para a
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aplicacado de MALDI-TOF MS ao teste de susceptibilidade (55) sendo que pelo

menos quatro metodologias diferentes (4, 56) foram descritas:

(I) Técnica de identificagdo de um padrao de resisténcia especifico:o principio deste
procedimento € identificar diferengas nas caracteristicas dos espectros de massa de

bactérias suscetiveis e resistentes através de picos especificos;

(1) MALDI BiotyperSelectiveTestingofAntibioticResistance-B-Lactamase(MBT-STAR-
BL): o principio desse procedimento se baseia na avaliagdo da capacidade de
hidrélise de determinado antimicrobiano na presenga da bactéria. Os testes de
hidrélise estdo sendo amplamente utilizados para avaliar a agado de [(-lactamases
sobre agentes [-lactdmicos, incluindo carbapenémicos. O ensaio consiste em
detectar alteragdesna molécula do antibiético e seus subprodutos de hidrolise (58-
60,62);

(1l1) MALDI BiotyperResistance Test withStablelsotopesAssay (MBT-RESIST Assay):
o principio desse método é a detecgao de aminoacidos marcados com isétopos (néo
radioativos) estaveis, que foram incorporados em proteinas bacterianas
recentemente sintetizadas sendo que a deteccdo desses aminoacidos oriundos da
bactéria na presenca do antibidtico indicaria que a mesma seria resistente ao

antibiético exposto (61,62);

(IV)MALDI Biotyper-AntibioticSusceptibility Test RapidAssay (MBT-ASTRA): esse
meétodo se baseia na analise do crescimento bacteriano na presenca e na auséncia
de antibioticos usando um padréo interno como a RNase B (Figura 3). A inibicdo de
crescimento na presengca de um antibiético (provavel suscetibilidade) resulta em
baixas intensidades de pico de biomassa bacteriana e crescimento normal na
presenca de antibiotico causaria pouca alteracéo nos picos de proteinas bacterianas
e indicaria resisténcia (11,62) — Figura 4.



Figura 3. Picos especificos de RNase B (= 4970, 7454 e 14910m/ z)
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Figura 4: Técnica de MBT-ASTRA.
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a.E. coli na presenca de polimixina B apds 2 horas de incubagao (cor verde), os picos mais intensos
sdo a RNase B, ou seja, quase nao existem picos de E. coli apds o crescimento ter sido inibido. No
controle E. coli (sem polimixina B) ap6s 2 horas, quase nenhum pico de RNAse B pode ser visto, ou
seja, existem muitas proteinas de E. coli que praticamente cobrem os picos de RNase B (vermelho).

b.K. pneumoniae, controle (auséncia de polimixina B) e polimixina B, os picos de RNase B sao baixos
em intensidade em comparagdo aos outros picos que referem-se a proteinas ribossomais da K.
pneumoniae(azul e roxo). Este resultado indica resisténcia, pois houve crescimento nas duas

condi¢des (auséncia e presencga de polimixina B).
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3.MARCO TEORICO

O crescente aumento de bactérias gram-negativas resistentes a varios
antibidticos € um problema crescente na assisténcia a saude. A polimixina B
reemergiu como uma das Uultimas opgbes terapéuticas, consequentemente, a
necessidade de testes rapidos e confiaveis torna-se um grande desafio para os

laboratoérios clinicos.
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4. JUSTIFICATIVA

A melhoria e a padronizagao dos testes de suscetibilidade para polimixinas
tornaram-se um problema importante devido ao aumento da ocorréncia de bacilos
Gram-negativos multirresistentes. CLSI e o EUCAST recomendam a microdiluigao
em caldo (BMD) como método de referéncia para o teste de suscetibilidade a
polimixina (9,10).

Esta necessidade de melhoria se deve a realidade que vivemos, onde a
maioria das metodologias disponiveis nos laboratérios clinicos para testes de
suscetibilidade para polimixinas, ndo fornecem resultados confiaveis.

Nos ultimos anos, a técnica de MALDI-TOF MSestendeu seu uso na area de
testes de suscetibilidade (11) com resultados promissores para alguns antibiéticos
(12). E importante que os laboratérios de microbiologia desenvolvam e validem a
implementagdo de novas metodologia rapidas e confiaveis para avaliar a
suscetibilidade de bacilos Gram negativos (em especial da ordem
Enterobacterales).Até o momento, ndo ha nenhuma publicagao utilizando a técnica

de MALDI-TOF para testes de suscetibilidade para polimixinas.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a metodologia de espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) para

determinacao do perfil de suscetibilidade aPolimixina B em Enterobacterales.

5.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Avaliar uma técnica adaptada de crescimento relativo de MBT- ASTRA para

determinar a suscetibilidade bacteriana

e Comparar os resultados da técnica de microdiluicio em caldo com os

resultados de crescimento relativo para o antibiético polimixina B.
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ABSTRACT

Polymyxin resistance is an emerging problem worldwide. The only reference method
for the determination of susceptibility to polymyxins is brothmicrodilution (BMD).
However, BMD is a time consuming and laborious technique. It is necessary to
develop new methodologies that provide a faster evaluation of polymyxins
susceptibility which would allow more effective treatments. The objective of this study
was to evaluate Polymyxin B susceptibility of Enterobacterales using the relative
growthmethodology by MALDI-TOF.A total of 60 isolates (22 resistant and 38
susceptible to Polymyxin B) were evaluated. The categorical agreement of the
relative growth (RG)by MALDI-TOF compared to BMD was 96.7% and only two
(3.3%) major errors were observed. As the RG based technique is a low cost, simple
and rapid procedure (around 4 h), it could be used in routine microbiology
laboratories, which already use the MALDI-TOF system to identify bacteria, to

evaluate the susceptibility of Enterobacterlaes toPolymyxin B.

KEYWORDS: Polymyxin B, relative growth, MALDI-TOF MS,MBT-ASTRA
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INTRODUCTION

The increasing resistance of gram-negative bacteria to various antibiotics is a
growing health care problem (1).According to the 2015 World Health Report,
infectious diseases account for more than 30% of all deaths worldwide (2) and
prompt and correct antibiotic therapy is indispensable factor for the therapeutic
success of patients with bacterial infections (3). Thus, fast and cost-effective
approaches to detect resistant bacteria allowing introduction of appropriate actions
for therapy and infection control have become important (4).

Unfortunately, there is a lack of new antibiotics to combat multiresistant bacteria,
mainly carbapenem-resistant, Gram-negative bacilli. As a result, it led the medical
field to reevaluate old drugs considered highly toxic for clinical use. Particularly, the
cyclic cationic peptides Polymyxin B and Colistin, which are active only for Gram-
negative bacteria, have been re-introduced in the clinical field as “last resort”
antimicrobials to treat infections byEnterobacterales(5).

The emergence of multidrug resistant (MDR) gram-negative bacteria, in particular
Enterobacterales resistant to carbapenems, has led to an increase use of polymyxins
in the clinical practice. Polymyxin susceptibility testing is a major challenge because
human infections with colistin-resistant Gram-negative bacteria are associated with
higher patient mortality (6).

As the standard antibiogram by disk diffusion is not reliable to evaluate the
susceptibility to polymyxins and the reference method (BMD) is laborious and time
consuming, it is necessary to evaluate other methods to assess the susceptibility to
polymyxins. Challenges in testing polymyxin susceptibility include, among other
aspects, the low diffusion of polymyxins in agar, the inherent cationic properties of
polymyxins and the presence of polymyxinheteroresistance in various bacterial
species (7,8, 9, 10).

In recent years, Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of
FlightMassSpectrometry (MALDI-TOF MS) has been used as a routine method in
microbiology laboratories for rapid and cost-effective identification of microorganisms.
Therefore, to expand the use of MALDI-TOF MS in clinical microbiology
laboratoriesto  susceptibility testing is an attractive option (11).Recently, a
methodology to evaluate antibiotics susceptibility termed MBT-ASTRA (MALDI
Biotyper - Antibiotic Susceptibility Test Rapid Assay) was proposed. The MBT-
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ASTRA uses a semi-quantitative approach to evaluate bacterial growth after a short
incubation in the presence and absence of the antibiotic (12). The MBT-ASTRA
requires the use of ainternal control (usually aRNaseB protein) to allow the
normalization between specificspectra of bacterial proteinsin order to calculate the
area under the curve (AUC) of the low molecular weight protein peaks. A significant
reductionof the AUC of bacterial protein peaks in the presence of the antibiotic
compared to bacterial protein peaks in the absence of the antibiotic indicates
susceptibility (13).The methodology of MBT-ASTRA assay uses growth rate data to
establish the susceptibility of the isolate regardless its resistance mechanism and,
therefore, can be used to test all classes of antibiotics.

The aim of this study was to describe an adapted version of the MBT-ASTRA

methodology for the determination of Polymyxin B susceptibility of Enterobacterales.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial isolates: A total of 60 isolates of Enterobacterales (3 Escherichia coli, 43
Klebsiella pneumoniae, 1 Klebsiellaoxytoca, 8 Enterobacter species, 4
Serratiamarcescens and 1 Morganellamorganii) were evaluated.Twenty-two isolates
were resistant and 38 were susceptible to Polymyxin B by BMD.All isolates included
in this study were obtained from a previous surveillance study of Enterobacterales

among clinical isolates in southern Brazil from 2016 to 2017 (14).

Determination of Minimum Inhibitory Concentration:The BMD to determine the
MICs of the isolates was performed according to the recommendation of
CLSIlandEUCAST (15, 16). A range of 0.25 to 64ug/mLof Polymyxin B sulfate
(Sigma-AldrichGermany) was tested. Polystyrene microtiter plates with 96-
well(GreinerFrickenhausen, Germany) and cation-adjusted Mueller-Hinton Il broth
(BDDifco, USA)were used for the BMD experiments. The microtiter plates were
incubated overnight (around 18h) at 35 + 2°C and the MIC was established by visual
inspection.We have used the same breakpoints of Colistin as recommended by
EUCAST to interpret the results of Polymyxin B, i. e., Enterobacteralesisolates with
Polymyxin B MICs <2 yg/mLwere categorized as susceptible and thosewith MICs > 2
pg/mLwere categorized as resistant (15).
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MALDI-TOF MS Relative Growth Assay: Volumes of 200 ul and 180 ul of bacterial
suspension corresponding to 0.5 McFarland of the isolate were added to two
Eppendorf tubes. The tube with 180ul was added of 20ul of Polymyxin B sulfate at
2ug/mL (Eurofarma, Brazil). The tubes were incubated at 35 + 2°C in ambient air
under agitation for 2h. After incubation, the tubes were centrifuged for 2 min at 12.00
rom and the pellet was washed once with 100 pl of sterile water and once with 100 pl
of 70% ethanol. Subsequently, bacteria were lysed according to the MALDI Biotyper
standard protocol using - 10 ul of 70% formic acid and 10 yl of 100% acetonitrile
containing RNase B (20 x 103 g/liter; Sigma-Aldrich, Germany) as an internal
standard. RNase B was used as an internal standard to which the peaks related to
the bacterial proteins of low molecular weight were compared in order to establish a
semi quantitative measurement of the proteins content. This semi quantification
correlates to the amount of growth of a microorganism in the presence and the
absence of an antibiotic. For the present study, the isolates were incubated in BHI
media in the presence and absence of Polymyxin B for 2 hours. Spectra were
collected in a Microflex LT MALDI-TOF equipment (BrukerDaltonics) using the same
configuration setup for microorganisms identification. For data interpretation, spectra
were baseline subtracted and the peak picking was performed and normalized to the
maximum peak resulting in relative intensity range between 0and 100.Subsequently,
the relative growth (RG) was calculated according to the area under the curve (AUC)
by the ratio of the sum of the most tree intense peaks from the microorganism profile
in the mass range from 4-5kDa, 6-7.5kDa, and 11-15 kDa respectively, versus the
sum of relative intensities of the peaks of the internal standard RNase B (4977 Da;
7465 Da and 14924 Da).For all isolates, a cut-off of 0.5 of the median of the RG was
applied to achieve separation between susceptible and resistant strains (13) — Figure
1.

MALDI-TOF MS analysis.One microliter of the cell lysate was directly spotted onto a
MALDI target plate. Each lysate was spotted in quadruplicate. Dried spots were
overlaid with MALDI matrix (10 mg/mL of a-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid [a-HCCA]
in 50% acetonitrile—2.5% trifluoroacetic acid; BrukerDaltonik, Bremen, Germany).
After drying the matrix, the target plate was inserted in the Microflex LT/SH mass
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spectrometer (BrukerDaltonik GmbH) equipped with a 60-Hz nitrogen laser. The
parameter settings were optimized for a mass range between 2.000 to 20.000 Da.
An external calibration standard (bacterial test standard [BTS]; BrukerDaltonik

GmbH) was used for instrument calibration.

RESULTS

Sixty isolates of Enterobacterales wereevaluated.A total of 38 isolates were classified
as susceptible to Polymyxin B by BMD with MICs varying from0.125 pg/mL to 2.0
Mg/mL.Thirty sixsusceptible isolates were also classified as susceptible to Polymyxin
B by the RG method using the MALDI-TOF as they presented RGvalues varying from
0.01to 0.45. The two isolates susceptible by BMD which were classified as resistant
by MALDI-TOF presented RG of 0.59and 0.67(Table 1).

The 22 isolates resistant to Polymyxin B by BMD presented MIC varying from 4
pg/mL to >64 pg/mL. All the isolates resistant to Polymyxin B by BMD presented RG
values higher than 0.5 (from 0.51 to 3.19) and, therefore, were characterized as
resistant to Polymyxin B according to MALDI-TOF(Table 2). The categorical
agreement of the RG based technique with the BMD was 96.7% and only two (3.3%)
minor errors (false resistance) were observed.

We have compared the values of MIC by BMD and the RG by MALDI-TOF and we
found that all resistant isolates by BMD with MIC values equal to or greater than 8
pMg/mL presented a RG equal to or greater than 0.6; conversely, most susceptible
isolates (84%) by BMD presented RG values less than 0.4. However, the correlation

between RG and MIC was not satisfactory (Figure 2).

DISCUSSION

Polymyxin B resistant Enterobacterales species represent a growing health care
problem. Early intervention and use of appropriate antibiotic therapy are crucial to
prevent mortality of patients with infection due to Polymyxin B resistant

Enterobacterales.
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Polymyxins susceptibility testremainsasa serious problem in routine clinical
microbiology laboratories, particularly considering the need for rapid and reliable
techniques (9). The disk diffusion method, the far most commonly AST used
methodology worldwide, has proven not to be a reliable method to test
polymyxins(15).

There are a few reports which indicate that the gradient diffusion test (E-test)
presented good correlation with the reference BMD technique (17,18), however,
other studies showed a high percentage of errors of the gradient diffusion methods
with very major errors (VME) of 12% and 26.1% for Colistin and Polymyxin B,
respectively (19, 20).

For two automated systems, studies also describe high rates of VMEs for Colistin,
where the Phoenix 100 and Vitek 2 systems had percentages of 41.4% and 37.9%,
respectively (21).

Recently, publications in the area of resistance detection using MALDI-TOF MS have
gained prominence as they may reduce considerably the time needed by the
conventional methods which are based on bacterial growth (4,22). MALDI-TOF
techniques for antimicrobial susceptibility are based on four different methodologies:
1) search for a "peak resistance pattern" in the MALDI-TOF mass spectrum of a
given bacterial isolate;2) evaluation of induced hydrolysis of B-lactam antibiotics
exposed to the bacteria; 3)detection of stable isotope-tagged amino acids (non-
radioactive)incorporated into newly synthesized bacterial proteins; 4) evaluation of
the relative growth of bacteria exposed to antibiotics. In this study we have chosen
the relative growth methodology by MALDI-TOF because this technique can be used
for virtually all antibiotics regardless of the bacterial resistance mechanism involved
(4).

We used the RG technique and were able to demonstrate that an incubation time of
2h is sufficient to detect resistance to Polymyxin B in allEnterobacterales isolates
tested. Other studies have suggestedthat optimal results may require timeframes of
60 min to 4 h of incubation, depending on the bacteria species, on the antibiotic and
its concentrations (4, 11-13). We did not test different incubation times as the 2h was
the time which best fit in the whole technique procedure (total time around 4 h). In
fact, as all resistant isolates by BMD presented RG above 0.5, we can consider that it
is not necessary to increase the incubation time to detect resistance to Polymyxin B
by MALDI-TOF.
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Another advantage of theRG based methodology is that it does not require a specific
culture medium as the BMD (11). In our experiments we used BHI broth which is
cheaper than Cation-Adjusted Mueller—Hinton used in the BMD. It is possible that
other culture broths can also be used for the RG based technique in MALDI-TOF.

It is known that the cationic nature of polymyxinsmay lead to adhesion of the
molecule to plastic materials (23).In thisstudy, we used polypropylene tubesand the
results were considered satisfactory to differentiate between polymyxin resistant and
susceptible isolates by MALDI-TOF. It seems, therefore, that the polypropylene does
not interfere in this methodology. This may be due to the fact that the short
incubation time (2 h) is not sufficient to promote significant adhesion of Polymyxin B
to the tube. The constant agitation during the incubation of bacteria with the antibiotic
may also play a role to avoid the adhesion of the bacteria to the plastic tube.
Considering the total of 60 isolates tested, the RG based MALDI-TOF
techniquepresented a category agreement (CA) 96.7% and only 3.3% major errors
(discrepancies); these results indicate that the method is in accordance with the US
FDA requirements to approve a new commercial antimicrobial susceptibility testing
system (24).

In conclusion, the RG based MALDI-TOF technique presented promising results to
differentiate Polymyxin B resistant and susceptible isolates. As this is a rapid
technique, it could be used in routine microbiology laboratories which already use the
MALDI-TOF to identify bacteria as a low cost and simple procedure to test the
susceptibility of Enterobacterlaes toPolymyxin B.
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Table 1: Minimum inhibitory concentration (MIC) and relative growth (RG) values of

Enterobacteralessusceptible to polymyxin B by broth microdilution

MIC MIC
n° Isolate (Mg/mL) RG n° Isolate (Mg/mL) RG
1 E. coliATCC 25922 0.5 0.03 20 K. pneumoniae 1 0.37
2 K oytoca 0.125 0.01 21 K. pneumoniae 0.5 0.22
3 K pneumoniae 0.5 0.45 22 K. pneumoniae 0.25 0.67
4 K. pneumoniae 0.25 0.45 23 K. pneumoniae 0.25 0.01
5 K pneumoniae 0.125 0.08 24 K. pneumoniae 0.125 0.2
6 E. coli 0.25 0.39 25 K. pneumoniae 0.25 0.05
7 K. pneumoniae 0.5 0.01 26 K. pneumoniae 0.125 0.22
8 E. cloacaecomplex 2 0.43 27 K. pneumoniae 0.125 0.09
9 E. cloacaecomplex 0.125 0.07 28 K. pneumoniae 0.25 0.39
10 K. pneumoniae 1 0.1 29 K. pneumoniae 0.5 0.38
11 E. cloacaecomplex 0.5 0.37 30 K. pneumoniae 0.125 0.21
12 E. aerogenes 0.125 0.04 31 K. pneumoniae 0.125 0.05
13 K. pneumoniae 0.5 0.22 32 K. pneumoniae 0.125 0.04
14 K. pneumoniae 0.25 0.59 33 K. pneumoniae 0.125 0.02
15 K. pneumoniae 0.25 0.39 34 K. pneumoniae 0.125 0.01
16 K. pneumoniae 0.25 0.43 35 K. pneumoniae 0.25 0.01
17 K. pneumoniae 0.25 0.07 36 E. cloacaecomplex 0.125 0.04
18 K. pneumoniae 0.5 0.07 37 K. pneumoniae 0.5 0.17
19 K. pneumoniae 0.25 0.1 38 K. pneumoniae 0.25 0.09
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Table 2: Minimum inhibitory concentration (MIC) and relative growth (RG) values
ofEnterobacteralesresistanttopolymyxin B by broth microdilution

MIC RG MIC
n° Isolate (Mg/mL) n° Isolate (Mg/mL) RG
39 S. marcescens 64 0.68 50 K. pneumoniae 64 0.72
40 M. morganii >64 1.16 51 K. pneumoniae 32 1.14
41 K. pneumoniae 4 0.51 52 E. cloacaecomplex 4 0.75
42 K. pneumoniae 32 1.14 53 K. pneumoniae 4 0.51
43 K. pneumoniae 4 0.51 54 E. coli 4 0.67
44 S. marcescens 64 0.92 55 E. aerogenes 16 0.99
45 K. pneumoniae 16 1.14 56 K. pneumoniae 32 0.97
46 K. pneumoniae 32 0.62 57 K. pneumoniae 8 1.04
47 S. marcescens 64 0.92 58 K. pneumoniae 4 0.8
48 E. aerogenes 4 0.52 59 K. pneumoniae 64 1.32
49 S. marcescens 64 0.61 60 K. pneumoniae 64 3.19
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Figure1: Mass Spectra (m/z) obtained in the MALDI-TOF of an isolate susceptible (E.coli) and an
isolate resistant (K.pneumoniae) to Polymyxin B. a) Isolates incubated in BHI with 2 pg/mL of
Polymyxin B for 2 h; b) Isolates incubated in BHI without Polymyxin B for 2h. Peaks marked with
circles indicate the three possible ionization molecules of RNase B (internal control): 4977 Da; 7465
Da and 14924 Da. Note the high intensity of RNase B peaks in the spectra of E. coli(susceptible
isolate) in the presence of Polymyxin B; conversely, almost no RNase B peaks can be seen in the
spectra of E.coliin the absence of Polymyxin B. With K. pneumonia (resistant isolate) the RNaseB

peaks are almost no visible either in the presence or absence of Polymyxin B.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

O numero de bactérias multirresistentes esta aumentando constantemente.
Em particular, as espécies de Enterobacterales resistentes a polimixina B
representam um crescente problema de assisténcia a saude. S&o necessarias
medidas eficazes de higiene e monitoramento para impedir a disseminagdo de
cepas resistentes. A intervencao precoce e a antibioticoterapia apropriada tém um

impacto direto na mortalidade dos pacientes.

O teste de suscetibilidade a polimixina continua sendo um problema sério na
pratica clinica, ainda mais se considerarmos a necessidade de testes rapidos e

confiaveis (7,8).

A metodologia escolhida de crescimento relativo, ndo é apenas um método
rapido, mas também nao se restringe a analise de antibidticos especificos pois
independe do mecanismo de resisténcia envolvido (4). Nesse estudo, utilizando a
técnica de crescimento relativo por MALDI-TOF MS, demonstramos que com um
tempo de incubacao de 2h pode-se detectar a resisténcia a polimixina B em todos os
isolados clinicos de Enterobacteralesresistentes pela técnica de referéncia (BMD). A
grande maioria (94,7%) dos isolados sensiveis pela BMD a Polimixina B foram
também classificados como sensiveis pela técnica de MALDI-TOF.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A técnica proposta de crescimento relativo adaptada de MBT-ASTRA
apresentou resultados promissores. Em relacdo aos procedimentos técnicos, o
protocolo possui trés etapas que requerem a remogao do sobrenadante. Resultados
precisos para a técnica RG dependem muito dessas etapas. A perda de células
bacterianas durante essas lavagens compromete decisivamente nos resultados.
Seria importante avaliar o impacto dessas variagées na concentracdo celular em

novas experiéncias.

Sera necessario ampliar o uso da técnica do crescimento relativo por MALDI-
TOF tanto para outras espécies bacterianas visto que nesse estudo, dos 43 dos 60
isolados bacterianos testados eram Klebsiella pneumoniae. Além disso, essa
metodologia também deve ser avaliada para outros antibiéticos para que o método
possa ser efetivamente validado para uso em laboratérios de rotina de microbiologia

que ja tenham o equipamento de MALDI-TOF MS.

Para esse estudo, estabelecemos uma concentragdo de 2 pg/mL de
polimixina B para diferenciar bactérias sensiveis de resistentes a Polimixina B. Em
estudos futuros, sugerimos avaliar o desempenho dessa técnica com diferentes
concentracdes de antibidticos, para estabelecer a melhor concentragdo que possa,
pelo menos, separar as populacdes resistentes e sensiveis em especial para

antibidticos que tenham a classificacdo de “intermediario”.

A técnica de crescimento relativo avalia a massa bacteriana na presenca e
auséncia de um determinado antibiético. Outra sugestdo de continuidade em
projetos futuros com esta metodologia, seria a de avaliar combinagbes de
antibidticos para verificar a possivel agao sinérgica entre eles ja que as técnicas

atuais sao trabalhosas e demoradas.

Os resultados obtidos sdo promissores e deverao ser incluidos em estudos
clinicos que avaliem o impacto da utilizagcdo deste ensaio em decisbes médicas,

verificando seus desfechos como mortalidade e descalonamento.
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