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RESUMO

O papel do laboratorio de microbiologia clinica é realizar a identificacdo do microrganismo,
determinar o perfil de suscetibilidade e, quando pertinente, os mecanismos de resisténcia, o
mais breve possivel. A microbiologia difere significativamente das demais areas das analises
clinicas, pois os processos sdo dependentes de crescimento microbiano, resultando em tempo
maior para liberacdo de resultados. Tendo em vista que a replicacdo microbiana naturalmente
demanda tempo, ferramentas para agilizacdo de processos de caracterizacdo microbiana devem
ser priorizadas. O teste de referéncia para detecgdo de resisténcia a polimixina B, por exemplo,
requer tempo de incubacéo prolongado (aproximadamente 24h). Tendo em vista a demora para
obtencdo do perfil de suscetibilidade através de métodos fenotipicos convencionais, se torna
ainda mais importante a pesquisa por abordagens que fornecam resultados confiaveis em
tempos de incubacdo menores. Por outro lado, as metodologias que utilizam as técnicas
baseadas em espectrometria de massas (técnica de MALDI-TOF) e em amplificagdo de material
genético (técnica de qPCR HRM) séo consideradas referéncia para a identificacdo microbiana
e de enzimas que degradam antiobidticos carbapenémicos (carbapenemases), respectivamente.
Considerando a atual situacdo sanitéria decorrente do crescente aumento no nimero de casos
de COVID-19, mesmo mais de dois anos ap0s o inicio da pandemia, ainda existe a necessidade
de ampliar a testagem através de metodologias que fornecam resultados confiaveis. A principal
metodologia para deteccdo de SARS-CoV-2 é o RT-qPCR. As técnicas acima mencionadas,
requerem, no entanto, equipamentos que apresentam elevado investimento inicial, 0 que 0s
torna restritos a laboratérios de grande porte, com grande demanda de exames. Entdo um
desafio importante é tornar possivel que as vantagens dessas tecnologias possam ser utilizadas
por laboratérios de pequeno porte. O uso de papel filtro para o transporte de amostras
microbianas/bioldgicas pode facilitar significativamente o envio de microrganismos entre
laboratérios. Os objetivos deste trabalho foram avaliar o papel filtro como meio de transporte
de microrganismos/espécimes respiratorios inativados para identificacdo por MALDI-TOF MS,
deteccdo de carbapenemases por qPCR HRM e SARS-Cov-2 por RT-gPCR. Assim como,
propor e avaliar métodos rapidos para determinacdo de suscetibilidade a polimixina B. Para
avaliar a capacidade do papel filtro como meio de transporte de microrganismos inativados para
identificacdo por MALDI-TOF MS, foram avaliados 363 isolados da Ordem Enterobacterales,
Bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores, Haemophilus influenzae, micobactérias néo
tuberculosas e leveduras. Para deteccdo de carbapenemases por g°PCR HRM foram avaliados

88 isolados da Ordem Enterobacterales. Para a detecgdo de SARS-CoV-2 por RT-gPCR foram



avaliados 40 espécimes respiratdrios de oro/nasofaringe transportados em papel de filtro. Os
isolados/espécimes respiratorios foram inativados, impregnados em discos de papel filtro
estéril, as proteinas (para identificagio em MALDI-TOF MS) e o material genético (para as
técnicas de gJPCR HRM e RT-gPCR) foram extraidos. Os resultados ap6s a impregnacdo em
papel filtro foram comparados com os resultados diretamente da colénia/espécime respiratério.
Para avaliacdo da leitura antecipada da microdilui¢gdo em caldo para polimixina B comparamos
a concentracdo inibitéria minima (CIM) de 192 isolados de Bacilos Gram-negativos
(Enterobacterales, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa) obtida em 8-9h de
incubacéo (leitura antecipada) e em 16-20h de incubacéo (leitura padronizada) da microdiuicéo
em caldo para polimixina B. Além disso, deselvolvemos um novo teste qualitativo de
suscetibilidade a polimixina B atraves do MALDI-TOF MS (MALDI POLYMYXIN TEST —
MPT). Para essa proposta, comparamos o0s resultados de microdiluicdo em caldo de polimixina
B de 95 isolados de Enterobacterales frente ao MPT. Considerando a correta identificacdo dos
isolados com scores >1.7 em MALDI-TOF MS, 354/363 isolados apresentaram a mesma
identificacdo diretamente da coldnia e apds o processo de impregnacdo em papel filtro. O
método de transporte de microrganismo inativado apresentou alta sensibilidade (97,6%) e
especificidade (100%) quando comparados a identificacdo realizada diretamente da colonia. O
papel filtro também foi avaliado quanto a capacidade de transportar isolados bacterianos
inativados para deteccdo de carbapenemases por gPCR HRM e 87/88 isolados apresentaram o
mesmo resultado (presenca ou auséncia de carbapenemases). Apenas um isolado caracterizado
previamente como blanom ndo apresentou o resultado esperado apos a impregnacdo em papel
filtro. Esse teste apresentou sensibilidade de 98,86% e especificidade de 100%. O papel filtro
foi utilizado para o transporte de espécime respiratério para pesquisa de SARS-Cov-2 e
apresentou resultados excelentes de concordancia (97,2%) com o resultado obtido da extracao
direta do espécime respiratdrio. A leitura antecipada da técnica de microdiluicdo em caldo para
polimixina B e 0o MPT apresentaram 97,9% e 95,8% de concordancia categérica com o método
de referéncia, respectivamente. O papel filtro pode ser utilizado como meio de transporte
alternativo para os microrganismos e metodologias supracitadas. Tanto a leitura antecipada da
microdilui¢do em caldo para polimixina B quanto o MPT apresentaram alta concordancia com
a microdiluicdo em caldo; portanto, essas metodologias poderiam ser empregadas na rotina do
laboratdrio de microbiologia e possibilitariam a liberacdo do resultado de suscetibilidade a
polimixina B no mesmo dia em que a bactéria é identificada.

Palavras-chave: Papel filtro, MALDI-TOF MS, gPCR HRM, RT-gPCR, Polimixina B



ABSTRACT
The role of the microbiology laboratory is to perform microorganism identification, to
determine susceptibility profile and, when relevant, resistance mechanisms, as soon as possible.
Microbiology differs from other areas of clinical analysis, as the processes are dependent of
microbial growth, resulting in longer times to release results. Since microbial replication
naturally takes time, approaches to optimize microbial characterization procedures must be
prioritized. The reference method to detect polymyxin B resistance requires prolonged
incubation time (approximately 24h). Due to delays in the susceptibility tests results using
conventional phenotypic methods, research on approaches that could provide reliable results in
shorter incubation times are important. Methodologies based on mass spectrometry (MALDI-
TOF) and amplification of genetic material (QPCR HRM) are reference for the microbial
identification and detection of carbapenemases, respectively. Considering the current health
scenery due to the increase of COVID-19 cases, there is still a need to expand testing using
reliable methodologies. The RT-gPCR is the main methodology to SARS-CoV-2 detection. All
mentioned techniques require equipment with high investment, being only accessible to
laboratories with high demand of exams. An important challenge is to enable the advantages of
these technologies to be used by small laboratories. The use of filter paper to transport
microbial/biological samples can be an advantage to send microorganisms between
laboratories. This study aimed to evaluate filter paper as a means of transporting inactivated
microorganisms/respiratory specimens to be identified by MALDI-TOF MS and for
carbapenemases and SARS-CoV-2 detection by qPCR HRM and RT-gPCR, respectively.
Moreover, to propose and evaluate rapid methods to determine polymyxin B susceptibility. For
evaluate filter paper as a means of transporting inactivated microorganisms to identification in
MALDI-TOF MS, 363 isolates of Enterobacterales, Gram-negative non-fermentative,
Haemophilus influenzae, nontuberculous mycobacteria and yeasts were evaluated. For the filter
paper evaluation for carbapenemases detection by gPCR HRM, 88 isolates of Enterobacterales
were evaluated. For the filter paper evaluation for SARS-CoV-2 detection by RT-gPCR, 40
oro/nasopharyngeal respiratory specimens transported in filter paper were evaluated.
Isolates/respiratory specimens were inactivated, impregnated in sterile filter paper disks, and
proteins (for MALDI-TOF MS identification) and genetical material (for jPCR HRM and RT-
gPCR methodologies) were extracted. Results after impregnation were compared to results
obtained directly from colony/respiratory specimens. For the early reading of broth
microdilution (BMD) for polymyxin B, minimal inhibitory concentration (MIC) of 192 isolates

(Enterobacterales, A. baumannii e P. aeruginosa) were compared in 8-9h (early reading) and



16-20h (standard reading) of incubation of polymyxin B BMD. In addition, we described a new
qualitative polymyxin B susceptibility test using MALDI-TOF MS (MALDI POLYMYXIN
TEST — MPT). For this purpose, we compared MPT results of 95 Enterobacterales isolates
with polymyxin B BMD. Considering the correct isolate identification with scores > 1.7 in
MALDI-TOF MS, 354/363 isolates presented the same identification directly from the colony
and after impregnation in filter paper. The method of transporting inactivated microorganism
presented high sensitivity (97.6%) and specificity (100%) when compared to the identification
performed directly from the colony. For the carbapenemases detection by qPCR HRM after
filter paper impregnation, 87/88 isolates presented the same result (presence or absence of
carbapenemases), resulting in 98.86% of sensitivity and 100% of specificity. Only one isolate
previously characterized as blaNDM did not present the expected result. The filter paper
evaluation for SARS-CoV-2 detection by RT-qPCR presented excellent results of concordance
(97.2%) compared with the direct extraction of the respiratory specimens. The early reading of
polymyxin B BMD and MPT presented 97.9% and 95.8% of categorical agreement with the
reference method, respectively. The filter paper can be used as an alternative means of
transporting of microorganisms in order to carry out methodologies above-mentioned. Both
early reading of polymyxin B and MPT presented high concordance with BMD; therefore, these
methodologies may be employed in routine of microbiological laboratory and would allow to
release polymyxin B results in the same day that bacteria is identified.

Keywords: Filter paper, MALDI-TOF MS, gPCR HRM, RT-qPCR, Polymyxin B
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1 INTRODUCAO

1.1 Identificacdo de microrganismos de importancia médica

1.1.1 Convencional

A identificacdo de microrganismos a partir de materiais clinicos obtidos de processos
infecciosos &, tradicionalmente, baseada na cultura microbiolégica. O processo da cultura é
dependente do tempo de incubacéo para que o crescimento microbiano se torne visivel. Assim,
desde o recebimento do material clinico no laboratério de microbiologia até a emissao do laudo
sd80 necessarias pelo menos 24-48h. O longo tempo para a identificacdo microbiana é
considerado um problema para o direcionamento de tratamento de um grande numero de
infeccdes (KELLEY, 2017), o que na pratica acarreta em tratamentos empiricos, muitas vezes
erroneos, que prolongam a infeccdo, o tempo de hospitalizagdo, aumentam a morbi/mortalidade
do paciente e os custos do tratamento (IDELEVICH; BECKER, 2019).

As infeccbes estdo amplamente disseminadas e ndo se restringem apenas a ambientes
nosocomiais, sabe-se que as infecces tém potencial capacidade de afetar qualquer pessoa, de
qualquer idade em qualquer pais e em qualquer contexto epidemiolégico (WHO 2014). E
consenso que o tempo até o inicio da terapia antimicrobiana e a escolha adequada da mesma
impactam no desfecho das doencas infecciosas (MAURER et al., 2017).

Os bacilos Gram-negativos (BGN) sdo divididos em 2 grupos: as enterobactérias e 0s
BGN ndo fermentadores (BGNNF). Esses grupos de bactérias sdo responsaveis pela maioria
das infeccdes hospitalares e comunitarias e por isso sua identificacdo é de suma importancia
para o direcionamento terapéutico. A identificacdo convencional de BGN da ordem
Enterobacterales, é feita pela avaliagdo da fermentacdo de diferentes carboidratos, produgdo de
indol, H2S e outros testes bioquimicos (OPLUSTIL et al., 2004). Eventualmente, a identificacéo
de algumas espécies da ordem Enterobacterales pode requerer provas imunologicas como a
reacdo de aglutinacdo com latex. As provas bioquimicas de fermentacdo de aglcares acima
mencionadas podem ser realizadas tanto de forma manual quanto automatizada, sendo que
ambas as metodologias fornecem a identificacdo em nivel de espécie dos principais isolados de
importancia médica (O'HARA, 2006; PILONETTO; PILONETTO, 1998). No entanto, 0s testes
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bioquimicos tradicionais apresentam algumas desvantagens, como fornecer resultados
inconclusivos para alguns isolados e ndo serem capazes de identificar espécies novas ou
subespécies (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Os BGNNF compreendem grande variedade de organismos, com caracteristicas
bioquimicas bastante diversas sendo que sua incapacidade de fermentar a glicose € o principal
problema para sua identificacdo com a utilizacdo de provas bioquimicas convencionais; assim,
é necessaria a utilizacdo de sistemas mais apropriados de identificacdo e provas adicionais aos
testes bioquimicos convencionais. A identificacdo de BGNNF representa um desafio para os
laboratorios de bacteriologia clinica, ja que esses microrganismos podem ser fenotipicamente
muito semelhantes e a maioria dos sistemas comerciais de identificagdo de bactérias ndo
consegue distingui-los de forma confiavel, principalmente devido a alta similaridade de
resultados bioguimicos entre espécies (ENOCH et al, 2007; WHISTLER et al., 2019). De fato,
para a identificagdo de BGNNF é necessério utilizar técnicas muito mais acuradas que as provas
bioguimicas, que sejam capazes de fornecer a identificacdo de subespécies ou espécies que
apresentam caracteristicas fenotipicas muito similares (JUHASZ et al., 2018).

Os microrganismos fastidiosos sdo caracterizados por apresentarem maiores exigéncias
nutricionais, sendo necessario suplementar os meios de cultura com fatores especiais de
crescimento (LAMOTH et al., 2014). O tratamento de infeccGes causadas por bactérias
fastidiosas incomuns pode requerer a utilizacdo de tratamentos diferenciados, logo, é
importante identificar pelo menos o género ao qual uma bactéria fastidiosa pertence (ANVISA
2012). Entre os microrganismos fastidiosos, destaca-se o género Haemophilus (JORDENS;
SLACK, 1995). Esse género necessita de fatores de crescimento presentes no sangue: fatores
X e V. Bactérias dependentes destes fatores ndo crescem em agar sangue com eritrocitos
integros, mas podem se desenvolver ao redor de col6nias de microrganismos como o S. aureus
que produz o fator V durante o seu crescimento - fenbmeno conhecido como satelistimo. A
diferenciacdo das espécies do género Haemophilus pode ser um problema para os laborat6rios
de microbiologia convencionais, ja que o teste tradicionalmente disponivel nessas instituicdes
(satelitismo), ndo é capaz de diferenciar as espécies (NORSKOV-LAURITSEN, 2014). Essa
diferenciacéo € dependente de provas como fator X e fator V, os discos comerciais impregnados
com esses fatores normalmente ndo estdo disponiveis em laboratorios de rotina de pequeno
porte, assim como, testes de deteccdo de antigeno. A diferenciacdo das espécies de

Haemophilus € importante ja que algumas espécies fazem parte da microbiota normal da

18



nasofaringe e orofaringe da maioria dos individuos, enquanto o isolamento de H. ducreyi e H.
influenzae é geralmente relacionado a processos infecciosos (BRUIN et al., 2014).

Os cocos Gram positivos (CGP) sdo divididos, inicialmente, pelo teste da catalase e
coagulase. As espécies catalase positiva mais comumente associadas a doenca humana sdo
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus. Dentre as espécies
de estafilococos que causam infec¢éo no ser humano, o S. aureus é a Unica espécie que produz
coagulase, logo, as outras espécies sdo referidas como coagulase negativas (CNS). O S. aureus,
pode ser identificado com testes bastante simples, no entanto, deve-se realizar provas
diferenciais para outras espécies do género (ANVISA 2012). Assim, a identificacdo de CNS é
problematica para os laboratérios de microbiologia clinica, que, geramente, ndo os identificam
(exceto quando sugestivos de S. saprophyticus provenientes de material urinario), entretanto, a
identificacdo desses microrganismos é importante em isolados de liquidos estéreis. A
diferenciacdo de CNS requer grande variedade de provas bioguimicas, as quais, muitas vezes,
ndo fornecem resultados confiaveis e ndo diferenciam subespécies dentro de um mesmo
complexo (BORA et al., 2018).

Os CGP, catalase negativa, compde um grupo de importantes patégenos humanos. A
identificacdo de espécies de estreptococos é complexa, pode ser baseada nas propriedades
hemoliticas, propriedades sorologicas (grupos de Lancefield) e algumas propriedades
bioquimicas. Os estreptococos beta hemoliticos podem ser diferenciados através de aglutinacéo
com soros especificos contra os antigenos de Lancefield (A, B, C, D, F e G), a qual é uma prova
rapida e de facil execucdo, porém ndo é acessivel a todos os laboratérios devido ao elevado
custo (REMMINGTON; TURNER, 2018). Ja a identificacao dos estreptococos alfa hemoliticos
ndo deve ser realizada por aglutinacdo, entdo essas identificacbes necessitam de uma série de
testes bioquimicos (ANVISA 2012).

Para identificacdo convencional das bactérias mencionadas acima sdo necessarias
diversas etapas, diferentes testes bioquimicos e tempo. Por outro lado, um processo ainda mais
demorado e laborioso é necessario quando se trata do género Mycobacterium. A identificagcdo
de micobactérias em nivel de espécie é tradicionalmente realizada através da avaliacdo das
caracteristicas morfologicas e bioguimicas do organismo, em especial para distingdo de
espécies pertencentes ao Complexo Mycobacterium Tuberculosis (CMT) das Micobacérias ndo
Tuberculosas (MNT) (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Entretanto, os métodos fenotipicos

bioquimicos tradicionais sdo técnicas significativamente trabalhosas, com alto custo financeiro
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e demandam técnicos experientes para sua execucdo. Como o tratamento para as infeccGes
causadas pelas micobactérias pode ser diferente conforme diferentes espécies, é importante
para o direcionamento de terapia que a identificacdo seja realizada a esse nivel taxonémico
(GRIFFITH et al., 2007). Além disso, as micobactérias apresentam crescimento mais lento em
relacdo as demais bactérias, corroborando para a implementacdo de técnicas que fornecam
diagndstico diferencial em tempo menor do que os obtidos pelas técnicas convencionais
(ALCAIDE et al., 2018; KOH, 2017).

Cabe mencionar ainda que a identificacdo de leveduras em nivel de espécie tambem é
um processo arduo, porém muito importante, ja que algumas espécies podem estar relacionadas
a resisténcia antifangica (ALAM et al., 2014). Os métodos convencionais de identificacdo
incluem micromorfologia, crescimento em meios cromogénicos e assimilacdo de aculcares,
normalmente esses microrganismos necessitam de um tempo prolongado para a identificagéo.
Os testes de avaliacdo da assimilacdo de carboidratos podem ser realizados de forma manual
ou automatizada, porém as bases de dados automatizadas sdo limitadas e podem fornecer
identificacOes incorretas (NEPPELENBROEK et al., 2014).

1.1.2 MALDI-TOF MS

Uma das tecnologias mais modernas e revolucionarias de diagnostico microbioldgico
que vem sendo utilizada em laborat6rios de microbiologia e que reduz de forma muito
significativa o tempo de identificacdo microbiana em comparacgéo as técnicas da microbiologia
convencional, é o “Matrix-Assisted Laser Desorption lonization - Time-of-Flight (MALDI-
TOF) Mass Spectrometry (MS) (CROXATTO et al., 2012). As grandes vantagens do uso de
MALDI-TOF MS na identificacdo microbiana se devem a simplicidade de execucao do método,
a rapidez na identificacdo de microrganismos, a classificagdo taxondmica exata e ao baixo custo
de reagentes (SENG et al., 2010).

O MALDI-TOF MS consiste em um sistema no qual o microrganismo (bactéria, fungo
ou micobactéria) e colocado em uma placa metalica juntamente com uma matriz polimérica.
Esse conjunto é submetido a feixes de laser emitidos pelo equipamento, 0s quais ionizam e
vaporizam as proteinas microbianas. Os fragmentos proteicos ionizados percorrem um tubo de
vacuo até alcancarem um detector. O tempo de chegada ao detector (“time of flight”) varia

conforme o tamanho e a carga da molécula (SCHUBERT; KOSTRZEWA, 2017). Assim,
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diferentes espécies microbianas, apresentam espectros proteicos especificos, 0s quais sdo
comparados, em tempo real, com uma gama de espectros presentes no banco de dados do
equipamento. Uma base de dados computadorizada interpreta os espectros e fornece a
identificacdo e o nivel de confiabilidade da mesma para cada isolado através de scores
(ANGELETTI, 2017).

A implementacdo do MALDI-TOF MS nos laboratorios de microbiologia vem
reduzindo o tempo para liberacdo de exames culturais em pelo menos 24 h, ja que a
identificacdo pode ser obtida no mesmo dia em que hajam colénias isoladas em meio de cultura
(FLORIO et al., 2018).

Os materiais para identificacdo microbiana no sistema MALDI-TOF MS apresentam
baixo custo, no entanto, é necessario um alto investimento inicial para a aquisicdo do
equipamento. A maioria dos laboratdrios brasileiros ndo possui equipamentos de MALDI-TOF
MS. Estes laboratdrios acabam por realizar a identificacdo bacteriana apenas através de testes
fenotipicos convencionais, que muitas vezes nao permitem a identificacdo em nivel de espécie
e no caso de bactérias incomuns ou fastidiosas, frequentemente sua identificacdo nédo se faz
possivel mesmo em nivel de género. Entdo, um desafio importante é tornar possivel que essa
tecnologia possa ser utilizada por laboratorios de pequeno porte.

No Brasil, o transporte de isolados clinicos de laboratérios de menor porte para
laboratérios de maior porte ja tem sido rotina (OMBELET et al., 2018). O transporte de
microrganismos entre laboratdrios ocorre nas préprias placas/tubos de meios de cultivo ou em
swab préprio para transporte (nessa forma ainda é necessario realizar nova semeadura para
isolamento do microrganismo antes da identificacdo). Esse tipo de transporte apresenta risco
bioldgico, tendo em vista que 0 microrganismo é transportado em sua forma viavel (infectante).
Assim, todos os aspectos de biosseguranca devem ser seguidos para minimizar a possibilidade
de contaminacdo durante o transporte de microrganismos viaveis. No Brasil, o transporte de
amostras bioldgicas exige embalagens com rotulagem especificas e deve ser realizado somente
por empresas que sigam normas estabelecidas para este fim, conforme a RDC N° 20 de 2014
(ANVISA 2014). Diante do potencial infeccioso dos microrganismos, o desenvolvimento de
metodologias que reduzam ou eliminem o risco bioldgico associado ao transporte microbiano
se torna necessario para que cada vez mais laboratorios de menor porte tenham acesso aos
beneficios da tecnologia de MALDI-TOF MS, via laboratorios de apoio/referéncia.

O papel filtro vem sendo utilizado ha mais de 20 anos com o propdsito de coletar,

armazenar e transportar amostras bioldgicas, como por exemplo, sangue de recém-nascidos,
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com a finalidade de identificar e/ou medir componentes que auxiliem no diagndstico de doengas
(MOAT et al.,, 2020; SANDER; NIEHAUS, 1980; STORCHILO et al., 2019). Diversas
publicacbes reportaram o uso de papel filtro previamente tratado com
conservantes/anticoagulantes para possibilitar/otimizar o transporte e analise de analitos
principalmente na area de bioquimica e biologia molecular (ANTHWAL et al., 2019;
NEWMAN et al., 2019; RASOLONJATOVO et al., 2020). O uso de papel filtro como meio de
transporte de amostras microbianas pode beneficiar significativamente o envio de

microrganismos entre laboratorios (CARNEIRO et al., 2020).
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1.2 Resisténcia antimicrobiana

Diversos fatores contribuem para os altos niveis de RA, em especial, destaca-se a
capacidade dos microrganismos de adquirir elementos genéticos mdveis contendo genes que
conferem resisténcia a diversos antimicrobianos. Outro importante fator, que contribui para
taxas crescentes de RA, é 0 uso excessivo de antimicrobianos que resulta em continua pressao
seletiva sobre os microrganismos (SEPTIMUS, 2018). Apesar dos esforcos dos servigos de
controle de infeccdo hospitalar, 0s quais acabam apresentando pouco sucesso na prevencao da
disseminacéo de microrganismos resistentes, a RA continua em curva ascendente (MCEWEN,;
COLLIGNON, 2018).

A RA é um processo evolutivo esperado, mas 0 surgimento de novos mecanismos de
resisténcia, em resposta a exposicdo aos antimicrobianos, bem como a disseminacdo dos
mecanismos de resisténcia bem estabelecidos e auséncia de novos antibioticos ativos contra
bactérias multirresistentes apresentam um impacto substancial na RA e esse somatdrio de
fatores leva a uma visdo pessimista na erradicacio da RA (BONOMO et al., 2018;
COLLIGNON; MCEWEN, 2019).

Diversos microrganismos estdo associados a RA, sendo os bacilos Gram-negativos
resistentes aos carbapenémicos 0s que mais impactam atualmente na clinica. Entre eles
destacam-se as bactérias pertencentes a ordem Enterobacterales e as bactérias néo
fermentadoras, como Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa (ZAVASCKI et al.,
2013; ZAVASCKI et al., 2010). Tais representantes estao distribuidos no meio ambiente e tem
potencial de causar uma gama de infeccBes comunitarias e hospitalares, como: cistite,
pielonefrite, septicemia, pneumonia, meningite, entre outras, disseminando-se facilmente entre
os seres humanos (NORDMANN et al., 2011)

E recomendado que para o tratamento de infeccBes, utilize-se o agente de menor
espectro que o microrganismo apresente suscetibilidade. Assim, em geral, as infec¢cdes néo
complicadas por enterobactérias foram, por bastante tempo, tratadas com antimicrobianos das
primeiras geragdes dos p-lactdmicos (DE WAELE; MARTIN-LOECHES, 2018). No entanto,
para tentar controlar a propagacdo de cepas com resisténcia mediada por enzimas B-lactamases
de espectro estendido (ESBL), as quais conferem resisténcia a maioria dos B-lactamicos,
incluindo cefalosporinas de 32 e 42 geracdo e monobactamicos (D’ANGELO et al., 2016), os
carbapenémicos foram introduzidos na pratica médica para o tratamento de infecgdes graves

por bacilos Gram-negativos (SON et al., 2018). Apos a crescente exposi¢do das bactérias a essa
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classe de antimicrobianos, novos mecanismos de resisténcia foram descritos, tais como:
combinagdo de producdo de ESBL com alteragdo na permeabilidade da membrana externa
(perda de porinas e hiperexpressdo de bombas de efluxo) e producdo de B-lactamases
(carbapenemases) que sdo capazes de hidrolisar os carbapenémicos (NORDMANN et al.,
2012a).

1.2.1 Carbapenemases

As carbapenemases sdo consideradas o principal e 0 mais preocupante mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos em enterobactérias. Isso porque a maioria delas eleva
significativamente os valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antibidticos
carbapenémicos, além disso, apresentam disseminacdo facilitada por se encontrarem em
elementos genéticos moveis passiveis de transferéncia o qua facilita a disseminacao entre 0s
pacientes (DOI; PATERSON, 2015; LEE et al., 2016; NORDMANN et al., 2012b).

As carbapenemases podem ser divididas conforme os critérios de Ambler ou Bush-
Jacoby. A classificacdo de Ambler agrupa as carbapenemases em grupos moleculares (A, B,
C, D), conforme a estrutura primaria da enzima (AMBLER, 1980). A classificacdo de Bush-
Jacoby agrupa as enzimas conforme sua caracteristica funcional relacionando sua estrutura com
0 espectro de antimicrobianos hidrolisados e acdo dos inibidores de -lactamases, devido aos
critérios utilizados nessa classificacdo, ela se torna mais subjetiva e de dificil aplicacdo (BUSH;
JACOBY, 2010).

Segundo a classificagcdo de Ambler as classes A, C e D sdo compostas por enzimas que
possuem 0 aminoacido serina no seu sitio ativo e a classe B s&o as metaloenzimas que contém
um ou dois ions zinco no sitio ativo (AMBLER, 1980).

Simplificadamente, as carbapenemases da classe A de Ambler sdo fortemente
hidroliticas, suas representantes mais conhecidas sdo a “Klebsiella pneumoniae
carbapenemase” (KPC) e a “Guiana-extended spectrum” (GES), ambas codificadas por
plasmideos (NAAS et al., 2016). Em enterobactérias, a KPC ¢ a enzima que mais impacta
epidemiologicamente, clinicamente e microbiologicamente, e encontra-se disseminada
globalmente, sendo a variante KPC-2 a mais comumente identificada (CHIU et al., 2013;
GOMEZ et al., 2011; PAVEZ et al.,, 2009). As metalo-B-lactamases (MBLs) que sdo
pertencentes a classe B de Ambler hidrolisam todos os B-lactimicos e sdo bloqueadas por

quelantes de ions metélicos, como o 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (BEBRONE,
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2007). Em enterobactérias essa classe tem como representantes mais comuns a “New Delhi
metalo f-lactamase” (NDM), a “Imipenemase” (IMP) e a “Verona imipenemase” (VIM)
(LOPEZ et al., 2019). As oxacilinases que sdo integrantes da classe D de Ambler sdo
caracterizadas por apresentarem baixa atividade hidrolitica frente aos carbapenémicos, o que
dificulta sua identificacdo através de testes fenotipicos, e consequentemente, a real
epidemiologia das oxacilinases ¢ desconhecida (MANCINI et al., 2017, MATSUMURA;
PITOUT, 2016).

1.2.2 Resisténcia as Polimixinas

O rapido aumento na prevaléncia de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos
(ERC), notavelmente devido a carbapenemases, fez com que as opcdes terapéuticas se
tornassem escassas e farmacos que estavam em desuso, devido principalmente a efeitos
adversos (neurotoxicidade e nefrotoxicidade), fossem readmitidos na clinica médica
(ZAVASCKI; NATION, 2017). Esse é o caso da classe das polimixinas, a qual € composta pela
polimixina E (colistina) e pela polimixina B. A polimixina B e a colistina apresentam a mesma
atividade in vitro e diferem apenas por um aminoécido na sua estrutura quimica. As polimixinas
sdo antibidticos de amplo espectro que interagem com as membranas celulares, especificamente
com os lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipidios, promovendo a desestabilizacdo do LPS
através do aumento da permeabilidade, que leva ao extravasamento do contetido citoplasmatico
e como consequéncia a morte celular bacteriana. Além do mecanismo de a¢do nas membranas
celulares, outras formas de interagdo como o efeito de endotoxina e inibicdo de enzimas
responsaveis pela respiracdo bacteriana tem sido discutidas como possiveis mecanismos de
acao das polimixinas (POIREL et al., 2017; TRIMBLE et al., 2016).

As polimixinas foram descritas em 1947 a partir da bactéria Bacillus polymyxa
(BENEDICT; LANGLYKKE, 1947) e foram utilizadas até a década de 1960 em infeccdes
graves por bacilos Gram-negativos mas, a partir da década de 1970, elas foram substituidas por
antimicrobianos menos toxicos. No entanto, 0 aumento da prevaléncia de infecgdes causadas
por bacilos Gram-negativos multirresistentes, associado ao fato que a inddstria farmacéutica
ndo tem langado no mercado novos farmacos com mecanismos de agdo diferentes, as
polimixinas retornaram como opcdes terapéuticas imprescindiveis para o tratamento de
infeccdes graves em particular por Enterobacterales, A. baumanni e P. aeruginosa (MOFFATT

etal., 2019).
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As polimixinas sdo consideradas a ultima opg¢do de tratamento de infec¢bes causadas
por ERC, contudo, com o crescente uso dessa classe de antibi6ticos em todo o mundo foi
inevitavel o surgimento de mecanismos de resisténcia a esses antimicrobianos (RIGATTO et
al., 2019). A resisténcia as polimixinas pode existir de forma natural (normalmente devido a
mutacdo no genoma bacteriano) nos seguintes grupos de bactérias: Proteus spp., Morganella
morganii, Providencia spp., Serratia marcescens, Pseudomonas mallei, Burkholderia cepacia,
Chromobacterium spp., Edwardsiella spp., Brucella, Legionella, Campylobacter e Vibrio
cholerae. Além da resisténcia natural existe a resistencia adaptativa (ou adquirida), na qual a
bactéria era inicialmente sensivel e torna-se resistente as polimixinas (POIREL et al., 2017).

Em membros da ordem Enterobacterales o principal mecanismo de resisténcia
adquirida as polimixinas se deve a mutacGes cromossdmicas em genes envolvidos na sintese
do LPS da parede celular bacteriana, como o pmrAB e phoPQ e no caso de K. pneumoniae
também o seu regulador negativo o gene mgrB. Essas mutacdes sdo reguladas pelo sistema de
dois componentes que pode ser ativado por fatores ambientais, tais como: presenca de cétions,
alteracdo de pH ou presenca do proprio antimicrobiano. Esses fatores desencadeiam
modificagbes no LPS, principalmente por uma adicdo de 4-amino-arabinose na por¢do do
lipidio A do LPS bacteriano, diminuindo a afinidade do antimicrobiano pela superficie celular
0 que, por sua vez, faz com que a bactéria se torne resistente as polimixinas (MELETIS;
SKOURA, 2018; SRINIVAS; RIVARD, 2017).

Em 2016, a partir da publicacdo de Liu et al. ficou evidenciado que a resisténcia as
polimixinas em Enterobacterales pode ndo ser mediada apenas por mutacGes cromossomais,
mas também por um mecanismo de resisténcia mediado por elemento genético movel. Esse
mecanismo mediado pelo gene mcr (mobile colistin resistance), pelo fato de ser transferivel,
gerou grande preocupacdo com relacdo a sua disseminagdo no mundo (LIU et al., 2016). Varios
estudos foram conduzidos para elucidar o mecanismo de resisténcia movel as polimixinas e
ficou evidenciado que o gene mcr nem sempre eleva significativamente os niveis de CIM & essa
classe de antimicrobianos (DALMOLIN et al., 2017; DALMOLIN et al., 2018; DALMOLIN,
etal., 2019a).

Estudos sugerem que em 2050, se as medidas de controle de infeccdo ndo forem
melhoradas ou novas estratégias que reduzam o tempo de elucidacéo de resisténcia nao forem
implementadas, as ERC se tornardo ainda mais importantes como causa de infecgdes
relacionadas aos cuidados de saude, tendo sua disseminacdo atraves dos mecanismos ja

evidenciados e talvez através de novos mecanismos de resisténcia, tal qual ocorreu com o gene
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mcr em Enterobacterales (BASSETTI et al., 2017). Sabe-se que a microbiologia é um campo
muito dindmico e estratégias alternativas para reverter a tendéncia de ascendéncia da RA é de
responsabilidade multidisciplinar, indo desde os laboratorios de microbiologia até os grupos de

controle de infecgéo.

1.2.3 Detecg¢do laboratorial de carbapenemases

Existem diversos métodos disponiveis para deteccdo laboratorial de carbapenemases,
sendo que os principais incluem: 1) Discos combinados com inibidores enzimaticos: utilizagdo
de discos de carbapenémicos em comparagdo a discos dos mesmos carbapenémicos
impregnados com substancia inibidora ou potencializadora para expressado de carbapenemases,
sendo utilizado, por exemplo, o &cido fenilbordnico (AFB), que € capaz de realizar bloqueio
enzimatico de carbapenemases de classe A e o0 &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) que
inibe as metalo enzimas; cabe mencionar que estes testes requerem incubagdo overnight,
atrasando o tempo para obtencdo do resultado (ANVISA 2013); 2) Meétodos
colorimétricos/acidimétricos: as técnicas de CARBA NP e BLUE-CARBA sdo metodologias
baseadas na reduc¢do do pH, na presenga de uma carbapenemase, devido a hidrolise do anel -
lactdmico presente nos carbapenémicos. Nesse método de triagem para deteccdo de
carbapenemase € utilizado um indicador de pH, que no CARBA NP é o vermelho de fenol e no
BLUE-CARBA ¢ o azul de bromotimol; cabe mencionar que estes métodos, embora rapidos
(necessitam de no maximo 4 horas), ndo conseguem diferenciar o tipo de carbapenemase e
podem ndo detectar as enzimas quando produzidas em baixa quantidade (NORDMANN et al,
2012b); 3) Métodos imunocromatograficos: os quais utilizam anticorpos monoclonais
especificos em membrana de nitrocelulose. Esses métodos sdo comerciais e 0s mais conhecidos
sdo 0 RESIST-4 O.K.N.V. (diferencia OXA-48like, KPC, NDM e VIM) e o CARBA-5
(diferencia OXA-48like, KPC, NDM, VIM e IMP). Tais ensaios representam os métodos mais
rapidos disponiveis, demonstram alta sensibilidade e especificidade, porém ainda apresentam
custo considerado elevado (BIANCO et al., 2020).

A tecnologia de MALDI-TOF MS também pode ser utilizada para a detec¢do de
carbapenemases, seja pela avaliacdo da hidrolise da molécula do carbapenémico ou pela
deteccdo da enzima carbapenemase propiamente dita. No método de hidrdlise de
carbapenémicos € realizada a deteccdo da atividade hidrolitica através da avaliacdo de picos

especificos da molécula do antimicrobiano intacta ou seus metabélitos em MALDI-TOF MS.
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Esses ensaios sdo capazes de detectar a hidrélise devido a carbapenemases, mas ndo conseguem
identificar a respectiva carbapenemase, além de requererem pessoal qualificado para
interpretacdo das analises (HRABAK et al., 2011). Outra possibilidade é o uso do sistema
MALDI-TOF MS para a deteccao direta da carbapenemase, embora promissores, esses ensaios
sdo mais complexos pois requerem insumos diferenciados (como por ex.: &cido sinapinico para
detec¢do de KPC), além de um modelo de equipamento de MALDI-TOF MS néo disponivel na
maioria dos laboratérios (FIGUEROA-ESPINOSA et al., 2019; ZHONG et al., 2019).

Apesar de existirem diversos testes para triagem ou deteccdo de carbapenemases, o
padrdo de referéncia para identificacdo e diferenciacdo dessas enzimas é baseado em técnicas
moleculares, tais como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que é capaz de identificar os
genes que codificam as carbapenemases. A técnica de PCR permite, portanto, identificar
especificamente todos os tipos de carbapenemases ja descritos, mesmo que ndo estejam
expressando o gene de resisténcia (MONTEIRO et al., 2012; WATSON et al., 2015). A PCR
pode ser simplex ou multiplex, na PCR simplex é utilizado um par de oligonucleotideos
iniciadores (forward e reverse) os quais, com o auxilio da enzima Taq polimerase, sdo capazes
de realizar a amplificacdo de apenas um gene alvo. Apos a PCR, se necessario, é possivel
realizar o sequenciamento do amplicon para obtencéo da sequéncia especifica de nucleotideos,
que é empregado, principalmente, para o conhecimento de novas variantes génicas de
carbapenemases (WATSON et al., 2015). Na PCR multiplex, é possivel utilizar varios pares de
oligonucleotideos iniciadores que permitem a amplificacdo de diferentes alvos na mesma
reacdo (MONTEIRO et al., 2012).

Para a deteccdo de carbapenemases é interessante fazer uso da técnica de PCR em tempo
real (QPCR), o qual é capaz de realizar ensaios simplex ou multiplex com excelente
sensibilidade e especificidade (POIREL et al., 2011). A gPCR que emprega a técnica de High
Resolution Melting (HRM) é ainda mais sensivel que a gPCR tradicional e pode ser usada para
identificar variagdes nas sequéncias de &cidos nucleicos, ja que é baseado na deteccdo de
pequenas diferencas nas curvas de dissociacdo de PCR, onde hd um controle preciso de
rampagem de temperatura e recursos avangados de captura de dados. Nessa técnica é
determinada a temperatura de melting (Tm), que € a temperatura em que 50% da dupla fita de
DNA se dissocia tornando-se fita simples. A Tm é correlacionada com o tamanho do fragmento
e com o conteudo de GC da dupla fita (SINGH et al., 2016). Essa determinagéo é possivel pela
utilizacdo de um corante fluorescente que se intercala no DNA dupla fita e emite fluorescéncia,

a qual é detectada pelo equipamento que demonstrada em tempo real graficos de Tm. As
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vantagens da tecnologia de HRM sdo o fluxo de trabalho simples e rapido, a elevada
especificidade que permite a deteccdo de fragmentos de genes com apenas 0,1°C de diferenca
(VOSSEN et al., 2009). Embora as vantagens dessa tecnologia sejam inimeras, 0 custo para
aquisicdo do equipamento é alto e apenas grandes institui¢des, especializadas em diagnostico
personalizado, sdo capazes de obté-lo. Por essa razéo, para ampliar 0 acesso a essa ferramenta
considerada padrdo ouro para a identificagdo de carbapenemases, também se tem a ideia de
utilizar o papel filtro para transporte de bactérias inativadas para a deteccdo de genes de
resisténcia. A vantagem sobre o transporte normalmente realizado € apresentar menor (ou nulo)
risco bioldgico, ja que o papel filtro ndo vaza, ndo quebra, ndo necessita de transporte
refrigerado e, portanto, ndo necessitaria embalagem e transporte especificos, beneficiando os

pequenos laboratdrios e seus clientes.

1.2.4 Determinagdo de suscetibilidade as polimixinas

Os testes tradicionais empregados na microbiologia para avaliacdo de suscetibilidade
aos antimicrobianos, como disco-difusdo, gradiente de concentracdo e metodologias
automatizadas, ndo sdo adequados para avaliacdo de suscetibilidade as polimixinas (GALES et
al., 2001). Sabe-se que essa classe de antimicrobianos possui caracteristicas peculiares que
dificultam a avaliagé@o de sua suscetibilidade in vitro. As polimixinas apresentam difuséo lenta
e irregular em &gar o que prejudica o teste de disco-difusdo e gradiente de concentracdo, bem
como propriedades catidnicas as quais facilitam sua aderéncia ao plastico. Além disso, deve ser
considerado o fendmeno de heterorresiténcia que os bacilos Gram-negativos podem apresentar
em relacdo as polimixinas (BAKTHAVATCHALAM; VEERARAGHAVAN, 2017). Levando
em conta tais dificuldades, a metodologia referéncia para a determinacdo de suscetibilidade as
polimixinas é a microdiluicdo em caldo (BMD), que é uma técnica com elevada confiabilidade
e reprodutibilidade, entretanto, apresenta como desvantagens ser relativamante laboriosa e
requerer elevado tempo de incubacdo (aproximadamente 24h) para obtengdo dos resultados
(POIREL et al., 2017).

Uma metodologia comercial alternativa a BMD ¢é o Policimbac® (Probac do Brasil), o
qual é um painel com o antibi6tico polimixina B liofilizado. A utilizagdo desse painel comercial
requer a confec¢do manual de tubos de passagem com volumes definidos para a diluicdo do
indculo bacteriano, ndo apresentando grandes ganhos em agilidade de processos, além de

tambeém requerer incubagdo overnight (PROBAC 2018).
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Outra opgdo comercial € o meio Superpolymyxin, o qual é um meio seletivo que inibe o
crescimento de Streptococcus sp., Staphylococcus sp., fungos e é utilizado para realizar a
triagem de bactérias Gram-negativas com suscetibilidade reduzida a colistina. Embora seja um
teste de facil execugdo, também requer incubacdo overnight (NORDMANN et al., 2016b).

Considerando a importancia da manutencdo da efetividade das polimixinas para o
manejo de infecges por bactérias multirresistentes, a pesquisa por novas metodologias rapidas,
confiaveis e menos laboriosas, para a deteccdo de resisténcia as polimixinas, se faz necessaria
(TSUJI et al., 2019).

Outras metodologias vém sendo desenvolvidas para avaliacdo de suscetibilidade as
polimixinas, tais como Rapid Polymyxins NP Test - desenvolvido em 2016 por Nordmann et al.
O Rapid Polymyxins NP Test é baseado no metabolismo da glicose, ou seja, quando ha
crescimento bacteriano, mesmo na presenca de uma concentracdo definida de polimixina, o
meio é acidificado e ocorre a mudanca de cor do indicador de pH (de vermelho para amarelo),
embora esse teste seja um ensaio fenotipico rapido (aproximadamente 4 horas), ndo fornece
resultado de CIM (NORDMANN et al., 2016a).

Outras duas técnicas, muito recentemente, padronizadas pelo Clinical & Laboratory
Standards Institute — (CLSI 2020) s&o a técnica de Disco Eluicdo da Colistina e o &gar colistina.
A técnica de Disco Eluicdo da Colistina se baseia na elui¢do do antibidtico a partir de discos de
papel de filtro comerciais disponiveis nos laboratérios clinicos a baixo custo. O teste consiste
na adi¢ao de um, dois e quatro discos impregnados com 10pg de colistina em 10 mL de Mueller
Hinton Cation ajustado (MHCA), seguido por agitacdo dos tubos e pelo menos 30 minutos de
eluicdo da colistina dos discos (CLSI 2020). A bactéria a ser testada é adicionada aos tubos e é
avaliada sua capacidade de crescimento para determinar sua suscetibilidade a colisitina.

Outro método fenotipico alternativo para avaliacdo de suscetibilidade as polimixinas é
o Colispot, também conhecido como teste da gota, que consiste na aplicacdo de uma gota de
solucdo de colistina ou polimixina B, na superficie do agar Mueller-Hinton previamente
inoculado com suspensdo bacteriana (escala 0,5 MacFarland) e posterior analise do diametro
formado ao redor da gota. Se a bactéria é resistence as polimixinas ndo ha zona de inibicdo
bacteriana. Apesar da facilidade de execucdo, esse teste também requer 16-18 horas de
incubagio (CONCEICAO-NETO et al., 2020; JOUY et al., 2017). A tabela 1 sintetiza o

conhecimento sobre os principais testes fenotipicos de suscetibilidade as polimixinas.
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Tabela 1: Principais testes fenotipicos de suscetibilidade as polimixinas

Teste Espécies Sensibilidade (%) Especificidade (%) Tempo Referéncia
Macrodiluicdo em  Enterobacterales Haeili et
caldo + BGNNF 100 100 16200 (2019)
van Hout
Superpolymyxin  Enterobacterales 88.9 81.6 24-48 h etal.
(2020)
Enterobacterales Dalmolin
Policimbac + BGNNE 100 100 18-20 h etal.
(2020a)
Enterobacterales Perez et al.
Teste da gota + BGNNE >05 >05 18-24 h (2020)
. Thiry et al.
T™ -
CHROMagar E. coli 96 97 18-20 h (2019)
Rapid Polymyxin i Malli et al.
NP (Comercial) Enterobacterales 100 96,7 2-3h (2019)
Rapid Polymyxin Dalmolin
Nr;’ (In-h)(/)uge) Enterobacterales 98 98 2-4h etal.
(2019b)
. . . Lescat et
Rapid Acinetobacter  A.baumannii 100 100 3-4h al. (2019)
. . Lescat et
Rapid Pseudomonas  P.aeruginosa 100 100 3-4 h al. (2019)
. Germ,
Rapid
Resapolymyxin NP Enterobacterales 100 100 3-4 h Seme, et
al. (2019)
< A Enterobacterales Haeili et
Agar diluicéo + BGNNE 100 60,23 16-20 h al. (2019)
. - Dalmolin
W awan
(2020b)
Teste de Dalmolin
Microeluiggo  =erocacterales 88 80 16-20h  etal.
em Placas (2020b)
Tubo de ensaio de Enterobacterales Dalmolin
suscetibilidade a + BGNNE 93.02 88 16-20 h etal.
colistina (2020b)
NG-TEST MCR-1  Enterobacterales 100 98, 99 15 min Volland et
al. (2019)
. . 15-30 Dortet et
MALDIXxin K. pneumoniae 100 100 min al. (2018)

Nos ultimos anos foram desenvolvidos diversos estudos com uso do MALDI-TOF MS
para a deteccdo de mecanismos de resisténcia e determinacdo de suscetibilidade a diversos
antimicrobianos em diferentes espécies microbianas (AXELSSON; REHNSTAM-HOLM,;
NILSON, 2019; JUNG etal., 2016; LAU etal., 2014; IDELEVICH et al., 2018; WANG; SON;
XU, 2021; LANGE et al., 2014; SPARBIER; SCHUBERT; KOSTRZEWA, 2016), embora
ainda existam poucos estudos avaliando a suscetibilidade as polimixinas por MALDI-TOF MS,

esta abordagem parece ser promissora e reduz o tempo de detecgdo de resisténcia em
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comparacdo com outros métodos ja estabelecidos (SORENSEN et al., 2020; DORTET et al.,
2018; FURNISS at al., 2019).

Considerando a importancia das polimixinas na medicina humana, tem-se a necessidade
de desenvolver e avaliar novas metodologias que fornecam resultados em tempo mais curtos

do que as 18 a 24h dos métodos convencionais.
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1.3 SARS-Cov-2

O inicio da epidemia do novo coronavirus pode ser relacionada ao més de dezembro de
2019. Nessa época, varios pacientes foram diagnosticados com uma pneumonia viral primaria
e foi possivel fazer uma associacdo epidemiologica dos casos dessa pneumonia ao mercado de
frutos do mar de Huanan na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China (SOFI et al., 2020).
Em 30 de janeiro de 2020 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) decretou pandemia de
COVID-19, causada por esse novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria aguda

grave do coronavirus 2).

Desde o inicio da pandemia, o virus se adaptou e evoluiu rapidamente ao redor do
mundo, apresentando uma alta diversidade genética (YUAN et al., 2021). Semelhante a muitos
virus de RNA, 0 SARS-CoV-2 tem evoluido para novas variantes conforme ocorre 0 aumento
na transmissao da doenca entre individuos (KANNAN et al., 2021). Embora, a maioria das
mutacdes tem pouco ou nenhum impacto nas propriedades do virus, algumas altera¢cGes podem
conferir maior transmissibilidade viral, agravar a doenca ou influenciar no desempenho de

vacinas e em ferramentas de diagndstico (WHO, 2021).

Mesmo com todos os esforcos de contencdo, a rapida disseminacgdo do virus tem levado
cada vez mais ao aparecimento de variantes de importancia epidemioldgica. Essa rapida
evolucdo viral pode desencadear novas ondas de surto de COVID-19 aumentando
drasticamente o numero de novos casos, 6bitos e o impacto global em diversos setores da

economia.

O diagnostico precoce de COVID-19 é uma medida fundamental na contencdo da
pandemia. Devido ao crescente aumento de casos, mesmo dois anos ap6s o inicio da pandemia,
ainda existe a necessidade da ampliagcdo ao acesso a testes que fornecam resultados confidveis.
O principal teste laboratorial para a deteccdo do SARS-CoV-2 é 0 RT-gPCR. A deteccdo do
virus por RT-qPCR através da coleta de swab de oro/nasofaringeo é caracterizada por boa
sensibilidade e alta especificidade e tem sido considerada o "padréo ouro” na deteccéo do virus
(TORRES et al., 2021). Entretanto, equipamentos de PCR em tempo real sdo encontrados
principalmente em centros de referéncia e pequenos laboratérios podem ndo possuir 0s
equipamentos necessarios para realizar testes com bom desempenho. Nesse contexto, a

utilizacdo de uma ferramenta de transporte da amostra bioldgica inativada, como o papel filtro,
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tornaria 0 acesso a tecnologia de RT-gPCR mais rapido e eficiente na deteccdo de SARS-CoV-
2.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel filtro como meio de transporte de microrganismos inativados, bem como avaliar
e desenvolver metodologias rapidas para deteccdo de resisténcia as polimixinas frente a

bactérias Gram-negativas.

2.2 Objetivos Especificos

1. Propor o transporte em papel filtro de bactérias inativadas comumente isoladas na rotina
microbioldgica para identificagdo no sistema MALDI-TOF MS;

2. Avaliar o papel filtro como meio de transporte de bacilos Gram-negativos nao
fermentadores e Haemophilus influenzae inativados para identificacdo no sistema MALDI-
TOF MS;

3. Avaliar o papel filtro como meio de transporte de micobactérias ndo tuberculosas e
leveduras inativadas para identificacdo no sistema MALDI-TOF MS;

4. Avaliar a utilizacdo do papel filtro como meio de transporte de bactérias inativadas para
analise de genes de resisténcias a carbapenémicos através de qPCR HRM;

5. Awvaliar a utilizagéo do papel filtro como meio de transporte de amostras de oro/nasofaringe
para pesquisa de SARS-CoV-2 através de RT-gPCR;

6. Desenvolver uma metodologia qualitativa para determinacdo do perfil de suscetibilidade a
polimixina B através do MALDI-TOF MS;

7. Avaliar a leitura antecipada da microdilui¢cdo em caldo para polimixina B.
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3 ARTIGOS CIENTIFICOS

Artigo | - Evaluation of filter paper as a means to transport inactivated bacteria for
identification using the MALDI-TOF MS system

Artigo publicado no “Journal of Microbiological Methods”.

Este capitulo é composto por artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo, que
no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 37 —
42.

Carneiro, M. S., Fracasso, A., Lovison, O., Barreto, F., & Barth, A. L. (2020). Evaluation of
filter paper as a means to transport inactivated bacteria for identification using the MALDI-
TOF MS system. Journal of microbiological methods, 171, 105863.
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2020.105863
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Artigo Il — Evaluation of filter paper as a means of transporting inactivated Gram-
negative non-fermentative bacteria and Haemophilus spp. for identification using the
MALDI-TOF MS system

Artigo publicado na “Letters in Applied Microbiology ”

Este capitulo é composto por artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo, que
no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 43 —
52.

Carneiro, M. S., Crispim, M. N., Wilhelm, C. M., Volpato, F., & Barth, A. L. (2022). Evaluation of filter
paper as a means of transporting inactivated Gram-negative non-fermentative bacteria and Haemophilus
spp. for identification using the MALDI-TOF MS system. Letters in applied microbiology,
10.1111/1am.13695. Advance online publication. https://doi.org/10.1111/lam.13695
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Manuscrito 11l - Evaluation of filter paper to transport inactivated Nontuberculous
Mycobacteria and Yeast for identification using the MALDI-TOF MS system

O texto completo do presente capitulo, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 53 — 66, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacéo para publicacdo em periddico cientifico. Nele consta a avaliagdo do
papel filtro para o transporte de Micobactérias Ndo Tuberculosas (MNT) e Leveduras inativadas
para identificacdo utilizando o sistema MALDI-TOF MS, também compara a identificacdo de
MNT diretamente da coldnia bacteriana, apds protocolo de extracdo proteico e ap6s o transporte
em papel filtro.
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Artigo IV — Evaluation of filter paper to transport inactivated bacteria to detect
carbapenem resistance genes by multiplex real-time PCR using high-resolution melting

Artigo publicado no “Brazilian Journal of Microbiology”.

Este capitulo é composto por artigo cientifico publicado, conforme referéncia abaixo, que
no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 67 —
72.

Carneiro, M. S., Crispim, M. N., Wink, P. L., & Barth, A. L. (2021). Evaluation of filter paper
to transport inactivated bacteria to detect carbapenem resistance genes by multiplex real-time
PCR using high-resolution melting. Brazilian journal of microbiology. [publication of the
Brazilian Society for Microbiology], 52(3), 1353-1356. https://doi.org/10.1007/s42770-021-
00530-2

67



72



Manuscrito V — Evaluation of filter paper to transport oro/nasopharyngeal samples to
detect SARS-CoV-2 by RT-gPCR

O texto completo do presente capitulo, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 73 — 82, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico. Nele consta a avaliacao do
papel filtro para o transporte de amostra de naso/orofaringe para a detec¢édo de SARS-Cov-2
por gPCR. As amostras foram testadas em paralelo por dois protocolos: extracao direta (método

de referéncia) e extracdo apds impregnacao em papel filtro.
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Manuscrito VI — A simple and rapid method to determine qualitative Polymyxin B
susceptibility by MALDI-TOF MS

O texto completo do presente capitulo, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 83 — 96, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacdo para publicacdo em periodico cientifico. Nele consta a avaliacdo de
um novo método para detectar a suscetibilidade a polimixina B de forma qualitativa através do
MALDI-TOF MS. O MALDI-TOF Polimixina B Teste (MPT) foi realizado através da
incubacdo bacteriana em dois meios de cultura liquidos, com e sem polimixina B; lavagem e

extracdo de células bacterianas e analise qualitativa da identificacacdo em MALDI-TOF MS.
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Manuscrito VII — Evaluation of early reading of Broth Microdilution technique for

Polymyxin B

O texto completo do presente capitulo, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 97 — 108, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacdo para publicacdo em periodico cientifico. Nele consta a avaliacdo da
leitura antecipada da placa de microdiluicdo em caldo para polimixina B. Neste trabalho, foi

realizada a comparacéo da leitura antecipada (8-9 horas) e da leitura padronizada (16-20 horas)
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5 PATENTE DE INTERESSE

TITULO: METODO E KIT PARA TRANSPORTE DE CELULAS BACTERIANAS
INATIVADAS EM PAPEL FILTRO PARA ANALISE

O texto completo do presente capitulo, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 109 — 136, foi suprimido por tratar-se de
patente de interesse ainda ndo aprovada. A presente invengdo propde uma forma inovadora de
transportar bactéria inativada em papel filtro para analise em equipamento de MALDI-TOF MS
e, portanto, facilitando o envio de amostras de laboratorios de pequeno porte que ndo dispdem
dessa tecnologia para laboratérios de referéncia. A presente invencdo emprega uma
metodologia que tem revolucionado a forma de identificagdo microbiana, entretanto, a forma
convencional de identificacdo através do MALDI-TOF MS requer crescimento bacteriano
fresco em meio de cultura (elevado risco bioldgico), ja nessa proposta a bactéria é transportada
de forma inativada em papel filtro, dessa forma, apresenta facilidades, ndo s6 no transporte
bacteriano, como também na logistica, uma vez que a amostra inativada ndo requer medidas de
biosseguranca no transporte bacteriano, acarretando em diminuicdo do custo associado ao
mesmo. A invencdo permite 0 envio das amostras em envelope padrdo e em temperatura
ambiente, com alta estabilidade e sem prejuizo da qualidade de identificacdo bacteriana,
dispensando a necessidade de medidas de conten¢édo do risco biolégico.
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6. DISCUSSAO GERAL

Em um cenério ideal, o tratamento com antimicrobianos deveria ser baseado na
identificacéo e no perfil de suscetibilidade in vitro do agente causador do processo infeccioso
(WHO 2015). Entretanto, para a identificacdo microbiana convencional sdo requeridos diversos
testes que necessitam de, no minimo, 16 h de incubacéo para que haja avaliacdo dos substratos
e 0 microrganismo seja identificado. Além disso, deve ser considerado que os teste de
identificacdo s6 podem ser feitos ap6s a formacdo de coldnias visiveis em meio de cultura o
gue necessita de no minimo 12 h de incubacdo para Enterobacterales e Cocos Gram-positivos;
16 h para Haemophilus e BGNNF; 24h para leveduras e 48 h para micobactérias de crescimento
rpido. Neste contexto, destaca-se uma das tecnologias mais modernas e revolucionarias de
diagndéstico microbiolégico que vem sendo utilizada em laboratdrios de microbiologia e que
reduz significativamente o tempo de identificacdo microbiana em comparacdo as técnicas da
microbiologia convencional, o MALDI-TOF MS (OVIANO; RODRIGUEZ-SANCHEZ,
2021).

A resisténcia antimicrobiana (RA) € reconhecida como uma das maiores ameacas
globais para a saude humana, dificultando o tratamento de infec¢bes causadas por
microrganismos resistentes aos antimicrobianos (WHO 2014). Sendo as carbapenemases 0
principal e o mais preocupante mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em
enterobactérias. O padrdo de referéncia para identificacdo e diferenciacdo dessas enzimas é
baseado em técnicas moleculares, tais como gPCR HRM (SINGH et al., 2016).

O diagnostico precoce de COVID-19 sempre foi uma medida fundamental na contencao
da pandemia. Devido ao crescente aumento de casos, mesmo mais de dois anos apds o inicio
da pandemia, ainda existe a necessidade de ampliar a testagem. O principal teste laboratorial
para a deteccdo do SARS-CoV-2 é 0 RT-gPCR (TORRES et al., 2021).

A maioria dos laboratérios brasileiros de pequena e média complexidade ndo possui
equipamentos de MALDI-TOF MS, gPCR e RT-gPCR devido ao alto investimento para obter
esses equipamentos. Essas instituicdes, quando ndo conseguem identificar os isolados
bacterianos, carbapenemases ou SARS-Cov-2 acabam por enviar 0 microrganismo ou amostra
bioldgica para outra instituicdo de maior complexidade que execute esses servigos. O transporte
de microrganismos entre laboratdrios ocorre, tradicionalmente, nas proprias placas/tubos de

meios de cultivo ou em swab proprio para transporte. O transporte de material bioldgico para
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deteccdo de SARS-Cov-2 ocorre no proprio Falcon onde foi realizada a coleta. Vale ressaltar
que, todas essas formas de transporte apresentam alto risco biologico.

Diante do papel fundamental do laboratério na identificacdo microbiana, deteccdo de
mecanismos de resisténcia e detec¢do de SARS-CoV-2 de forma répida e acurada, fica clara a
importancia da adequacdo das técnicas tradicionais de envio de amostras microbianas, através
do desenvolvimento de alternativas de transporte entre laboratorios. O nosso grupo de pesquisa
propos a utilizacdo do papel filtro como meio de transporte de microrganismos inativados para
analise em MALDI-TOF MS, gPCR HRM e RT-gPCR. Para a proposta de identificacdo de
isolados por MALDI-TOF MS foram avaliados 363 microrganismos transportados em papel
filtro. Esses microrganismos foram separados nos seguintes grupos: a) CGP e BGN comumente
encontrados na rotina microbioldgica; b) BGNNF e Haemophilus influenzae; c¢) MNT e
leveduras. Para a proposta de deteccdo de carbapenemases por jPCR HRM foram avaliados 88
isolados de Enterobacterales transportados em papel de filtro, e, por fim, para a proposta de
deteccdo de SARS-Cov-2 por RT-qPCR foram avaliados 40 espécimes respiratorios de
oro/nasofaringe transportados em papel de filtro.

Demonstramos que o papel filtro pode ser empregado como meio de transporte para
esses grupos de microrganismos e técnicas acima mencionadas, através da impregnacdo de
biomassa microbiana/espécime respiratorio, sem perda da qualidade de identificacdo de
espécie/genes de resisténcia/SARS-Cov-2. Os discos de papel filtro impregnados passam por
processo de inativacdo prévio ao transporte, o que confere reducdo do risco bioldgico, e
consequentemente, esse meio de transporte pode ser considerado uma alternativa mais segura
para o transporte dos microrganismos entre laboratorios. Além disso, o papel filtro requer
volumes menores, ao passo que, confere maior tempo de conservagdo do analito. Os discos
impregnados podem ser transportados em temperatura ambiente, em envelopes padronizados,
reduzindo significativamente os custos relacionados ao frete e 0s custos institucionais de
descarte de residuos potencialmente infectantes. Este meio de transporte alternativo tende a
facilitar o acesso as tecnologias supracitas para muitos laboratérios que ndo possuem 0s
equipamentos necessarios para estas analises.

O rapido aumento na prevaléncia de ERC, notavelmente devido a carbapenemases, fez
com que as polimixinas fossem amplamente utilizadas em infecgdes complicadas por BGN.
Com o crescente uso dessa classe de antibidticos foi inevitavel o surgimento de mecanismos de

resisténcia a esses antimicrobianos. O teste de referéncia para determinacao da suscetibilidade
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as polimixinas é a microdiluicdo em caldo, porém esse método é considerado bastante
demorado para a liberagéo do resultado (CLSI-EUCAST, 2016).

A demora para obtencao de resultados com a utilizacdo dos métodos padréo de teste de
suscetibilidade fenotipica € o principal obstaculo para um tratamento com antibioticos
direcionado e/ou implementacdo de medidas de controle de infeccdo em tempo habil
(IDELEVICH; BECKER, 2019; MAGIORAKOQOS et al., 2017). Por esta razdo, o Comité
Europeu de Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (EUCAST) (EUCAST, 2017),
propds um método rapido de teste fenotipico de sensibilidade antimicrobiana (RAST) baseado
em disco difusdo diretamente de frascos de hemocultura para varios antimicrobianos usados
rotineiramente na clinica médica. De acordo com dados obtidos na literatura, nosso grupo de
pesquisa evidénciou a caréncia de pesquisas avaliando a leitura antecipada de técnicas como a
microdiluicdo em caldo.

No presente estudo, também foram avaliadas metodologias que facilitam a deteccdo da
resisténcia as polimixinas na rotina laboratorial. Foram avaliados isolados de bacilos Gram-
negativos frente a metodologia de leitura antecipada de microdiluicdo em caldo para polimixina
B e também foi proposto um teste simples e rapido através do MALDI-TOF MS para deteccéao
qualitativa de suscetibilidade as polimixinas, nomeado MALDI-TOF POLYMYXIN TEST
(MPT).

Para avaliacdo da leitura antecipada da microdiluicdo em caldo para polimixina B
comparamos a concentracdo inibitoria minima (CIM) de 192 isolados de BGN
(Enterobacterales, A. baumannii e P. aeruginosa).obtida em 8-9h de incubacdo (leitura
antecipada) e em 16-20h de incubacdo (leitura padronizada) da microdiui¢cdo em caldo para
polimixina B.

A leitura antecipada da polimixina B apresentou resultados satisfatorios de
concordancia com os tempos de incubacdo padrdo, foram observadas apenas 4 discrepancias
quando as leituras antecipadas foram comparadas as leituras padrdo. Sabe-se que principais
especies de bacterias que necessitam de CIM para polimixina B, sdo da Ordem
Enterobacterales ou ndo fermentadores como o A. baumannii e P. aeruginosa, esses
microrganismos sao capazes de formar coldnias visiveis em meio de cultura sélido em
aproximadamente 16h, levando em conta que a taxa de multiplicacdo celular bacteriana em
meio liquido é mais répida, esses microrganismos podem apresentar crescimento em menor
tempo, possibilitando a otimizacdo do tempo de leitura da microdiluicdo em caldo para

polimixina B.
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A leitura antecipada da técnica de microdiui¢cdo em caldo para polimixina B fornece
resultados confiaveis para bacilos gram negativos multirresistentes em 8-9 h de incubacéo e
pode reduzir o tempo para liberar o resultado de suscetibilidade a polimixina B em 8 a 12 horas
quando comparada com o tempo de leitura padréo. Portanto, a leitura antecipada possibilita que
o laboratério de microbiologia clinica informe a CIM da Polimixina B no mesmo dia em que a
bactéria e identificada e isso favoreceria o tratamento adequado do paciente. Além da
diminuicao do tempo de leitura, avaliamos a diminuicdo do numero de diluicdes de polimixina
B testadas na microplaca. A confeccgéo de placas de microdiluicéo é laboriosa e demanda tempo,
entdo a otimizacdo de concentragdes direcionadas a pratica clinica leva a ganhos de praticidade
sem perder a obten¢do do valor de CIM. Conforme nosso conhecimento, na literatura ndo ha
outros estudos avaliando a leitura antecipada da microdiluicdo em caldo para compararmos com
0S Nossos resultados.

As principais metodologias capazes de detectar resisténcia as polimixinas por MALDI-
TOF MS estdo relacionadas a modificagbes no lipidio A, entretanto, os métodos atuais de
extracdo de lipidios exigem um tempo significativo de processamento e, portanto, podem néo
ser adequados para serem realizados na rotina de um laboratorio de microbiologia. Além disso,
podem ser necessarios espectrdometros de massa que ndo sdo comumente encontrados em
laboratdrios de microbiologia clinica (operando em modo de ions negativos) (FURNISS et al.,
2020; DORTET et al., 2020a; DORTET et al., 2020b; JEANNOT et al., 2021).

Esta disponivel um ensaio denominado MALDI Biotyper Antibiotic Susceptibility Test
Rapid Assay (MBT-ASTRA) (SPARBIER et al., 2016), o qual é um ensaio semiquantitativo
que avalia o crescimento bacteriano ap6s um curto periodo de incubacdo na presenca e auséncia
de um antibiético (LANGE et al., 2014). O MBT-ASTRA requer 0 uso de um controle
(geralmente proteina RNase B) para permitir a normalizacdo dos picos de proteina bacteriana.
A area sob a curva (AUC) das bactérias incubadas com o antibi6tico (AUCaTg), calculada a
partir dos picos das proteinas bacterianas, ¢ comparada com a AUC das bactérias incubadas
sem o antibidtico (AUCcontrole). Uma reducdo significativa na relacdo AUCate/AUCcontrole
indica suscetibilidade. A metodologia MBT-ASTRA utiliza a taxa de crescimento para
estabelecer a suscetibilidade do isolado independentemente de seu mecanismo de resisténcia e,
portanto, pode ser usada para testar todas as classes de antibioticos. Os estudos que descrevem
esta metodologia utilizam um software protétipo do pacote Bruker ou MALDIquant para
software R para fornecer o resultado final da suscetibilidade dos isolados testados. O primeiro

software ndo esta disponivel comercialmente e o Gltimo requer conhecimento de informatica
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para ser usado. No entanto, é possivel realizar adapta¢des dessa metodologia para obtencao do
perfil de suscetibilidade. Tais adaptacdes sdo baseadas na selecdo manual de 3 picos especificos
da bactéria na presenca e auséncia do antimicrobiano. Embora factivel, essa adaptacdo requer
grande manipulacdo de dados, tais como: transposi¢cdo manual de valores relativos aos picos de
massa/carga para planilhas, aplicagdo em formulas matemaéticas, a fim de se obter o que é
chamado de crescimento relativo (RG). O RG é estabelecido arbitrariamente por um valor capaz
de separar os isolados sensiveis dos resistentes em comparacdo a técnica de referéncia
(microdiluicdo em caldo).

O equipamento de MALDI-TOF MS apresenta alta sensibilidade e capacidade de
identificar microrganismos mesmo na presenca de pequenas quantidades de biomassa
bacteriana (KOSTRZEWA; SCHUBERT, 2016); no presente trabalho, desenvolvemos um
novo método qualitativo para testar a suscetibilidade a polimixina B. Para tal, foi estabelecido
o0 indculo bacteriano no qual uma bactéria sensivel a poliximina B ndo pode ser identificada no
sistema MALDI-TOF MS, a técnica foi otimizada para a determinacdo de suscetibilidade a
polimixina B de forma qualitativa, apenas considerando presenca ou auséncia de crescimento
bacteriano. Essa avaliacdo foi realizada através do programa padrdo de identificacdo do
equipamento. Esse teste € muito mais simplificado do que a técnica MBT-ASTRA adaptada,
com menos possibilidade de erro, pois ndo requer manipulacdo de dados, € rapido e relevante
na decisdo terapéutica.

Descrevemos um novo teste de suscetibilidade a polimixina B (MPT) que apresentou
alta concordancia com a microdiluicdo em caldo; foi observado apenas 4 discrepancias. Além
disso, 0 MPT apresenta varias vantagens: (i) é rapido (requer apenas 3 horas de incubacao); (ii)
ndo requer solventes especiais; (iii) é de facil execucdo; (iv) é confiavel e (v) ndo depende de
leitura pelo olho humano. Ademais, o teste MPT proposto neste estudo, foi realizado em um
MALDI-TOF MS convencional e utiliza a mesma matriz organica padrdo (HCCA) comumente

utilizada em laboratorios de microbiologia clinica.
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7 CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo do papel filtro como meio de transporte de isolados microbianos entre
laboratdrios favorece o acesso seguro a ferramentas de ponta para a identificacdo de
microrganismos, deteccdo de mecanismos de resisténcia e SARS-Cov-2, auxiliando pequenos
laboratorios que nao dispoem de tais tecnologias. A realizacdo de um antibiograma que forneca
resultado sobre resisténcia ou suscetibilidade de isolados bacterianos em algumas horas trara
enormes beneficios para a saude dos pacientes. Ambas as linhas de pesquisa vém ao encontro
dos objetivos propostos pela Organizacdo Mundial da Saide e pela ANVISA para combater o

aumento da resisténcia antimicrobiana.

De acordo com os objetivos deste estudo, podemos observar como conclus@es gerais:

- O papel filtro pode ser utilizado como meio de transporte de CGP, bactérias da Ordem
Enterobactelares, BGNNF, microrganismos fastidiosos como Haemophillus sp., MNT e
leveduras para identificacdo utilizando o sistema MALDI TOF MS;

- O papel filtro pode ser utilizado como meio de transporte de bactérias da Ordem
Enterobactelares para deteccdo de carbapenemases utilizando a tecnologia de gPCR HRM,;

- O papel filtro pode ser utilizado como meio de transporte de espécimes respiratorios para
deteccdo de SARS-Cov-2 por RT-qPCR,;

- O papel filtro é uma forma alternativa e segura de transporte de microrganismos, pois
transporta microrganismos previamente inativados, diferentemente do que ocorre
tradicionalmente, onde o microrganismo € transportado na sua forma viavel; O transporte de
microrganismo inativado em papel filtro reduz/elimina o risco bioldgico inerente ao transporte,
ndo necessitando de embalagem prépria para amostras bioldgicas;

- O papel filtro reduz os custos relacionados ao frete para envio de isolados, assim como para o
descarte de material biol6gico;

- A leitura antecipada da microdiluicdo em caldo para polimixina B demostrou desempenho
excelente quando comparada ao método de referéncia.

- O MPT apresentou otima concordancia categorica com a microdiluicdo em caldo para
polimixina B;

- O MPT pode ser utilizado na rotina de laboratorios que ja utilizem o MALDI-TOF MS para

identificar microrganismos, para também determinar o perfil de suscetibilidade a polimixina B,
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uma vez que esse teste é de facil execucdo, barato e utiliza materiais comumente encontrados

em laboratorios de microbiologia;
- E possivel observar uma expressiva reducdo no tempo para obtencdo do resultado de

suscetibilidade a polimixina B utilizando ambas as metodologias.
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Miamero do Parecer: 4.507 506

Apresentaciao do Projeto:

Este & um projeto de doutorado do PPG em Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS. O papel do laboratdrio de
microbiclogia clinica & realizar a identificagdo do microrganismo, determinar o perfil de suscetibilidade e os
mecanismos de resisténcia o mais breve possivel. A microbiologia difere significativamente das demais
areas das analises clinicas, pois os processos sdo dependentes de crescimento microbiano, resultando em
tempo maior para liberagdo de resultados. Tendo em vista que os processos de replicacdo microbiana

naturalmente demandam tempo, todas as ferramentas para otimizac3o dos maesmos devem ser avaliadas.
As metodologias que utilizam as técnicas baseadas em espectrometria de massas (técnica de MALDI-TOF)
e em amplificagcdo de material genético (técnica de gPCR HRM) sdo consideradas referéncia para a
identificac3o microbiana e de enzimas que degradam antiobiéticos carbapenémicos (carbapenemases),
respectivamente. As técnicas acima requerem, no entanto, equipamentos os quais tem alto custo como
investimento inicial, sendo acessiveis apenas para laboratorios de grande porte os quais trabalham com
grande demanda de exames. Entio um desafio importante & tornar possivel que as vantagens dessas
tecnologias possam ser utilizadas por laboratorios de pequenc porte. O uso de papel filtro para o fransporte

de amosiras microbianas pode beneficiar significativamente o envio
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de microrganismos entre laboratérios. Os testes de suscetibilidade também requerem tempo de incubacdo
prolongados (aproximadamente 24h) para obteng3o do perfil de suscetibilidade, tendo em vista, o
surgimento de microrganismos multiresistentes se torna ainda mais importante a determinacio do perfil de
suscetibilidade e a pesquisa por abordagens que fornecam resultados confidveis em tempos de incubacdo
menores. Os objetivos deste trabalho foram avaliar o papel filtro como meio de transporte de bactérias
inativadas para identificac3o em MALDI-TOF M3 e detecg3o de carbapenemases em qPCR HRM. Esse
trabalho também objetiva avaliar a metedologia de MALDI-TOF MS para determinac3o qualitativa de
suscetibilidade as polimixinas.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral
Propor e avaliar novas metodologias de identificacdo e de deteccio de mecanismos de resisténcia

bacterianos e otimizacdo de testes de determinacdo de suscetibilidade & polimixina B.

Objetivos Especificos

1. Avaliar o papel filiro como meio de transporte de bactérias inativadas comumente iscladas na rotina
microbioldgica para identificagdo no sistema MALDI-TOF M5;

2. Avaliar o papel filtro como meio de transporte de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores e
microrganismos fastidiosos inativados para identificagdo no sistema MALDI-TOF MS;

3. Awaliar o papel filtro como meio de transporte de micobactérias e leveduras inativadas para identificaco
no sistema MALDI-TOF MS;

4. Avaliar a capacidade do papel filtro como meio de transporte de bactérias inativadas para andlise de
genes de resisténcias a carbapenémicos através de qPCR HRM;

5. Avaliar o MALDI-TOF MS para determinagdo do perfil de suscetibilidade a polimixina B de forma qualitiva
(presenca ou auséncia de crescimento bacteriano);

6. Comparar os resultados da técnica de microdiluigdo em caldo padrio com os resultados da avaliagio

qualitativa de suscetibilidade através do MALDI-TOF MS para polimixina B.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O papel filtro ndo se mostrar adequado para o transporte de biomassa bacteriana. A metodologia de MALDI
TOF MS ndo ser adequada para fazer a avaliacdo de suscetibilidade a polimixina B de
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forma qualitativa.

Beneficios:

Ampliar o acesso seguro a tecnologias de ponta para a identificacio bacteriana e de genes de resisténcia
através do envio de amostras microbianas impragnadas em papel filtro. Diminuicdo do risco bioldgico
associado ao transporte de amostras microbianas, Ja que nessa proposta elas se estardo inativadas.
Reducio do tempo para obtencdo do perfil de suscetibilidade & polimixina B de isolados multirresistentes.
Producdo de conhecimento cientifico.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa vai contribuir, testando se é viavel a identificacdo de microrganismos a partir de isolados
colocados em papel papel filtro como meio de transporte. Fornecera ainda uma evidéncia para que
laboratdrios que ndo possuem metodologias avancadas e acesso a Espectometria de massas, por exemplo,

possam se beneficiar enviando amostras para outros centros agilizando o processo de diagndstico.

Consideracgdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:
Estudo propde dispensa de TCLE, pois as amostras sdo isolados dos microrganismos oriundos de um
banco de amostras do Laboratorio de Pesquisa em Resisténcia Bacteriana do HCPA.

Recomendacgdes:

Lembramos que em razdo da recente pandemia de COVID-19 as atividades de pesquisa possuem algumas
restricdes. Em caso de duvidas, consultar o Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo (GPPG) para mais
informacdes (gppgcontingencia@hcpa.edu.br).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto ndo apresenta pendéncias e esta em condigdes de aprovacio.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Lembramos que a presente aprovacdo (projeto versdo de 05/01/2021 e demais documentos que atendem
as solicitag@es do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodolégicos do projeto.

Os pesquisadoras devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:
a) Este projeto esta aprovado sem inclusdo de participantes no Centro HCPA, considerando tratar-se de
pesquisa em isclados bacterianos. Qualquer alterac3o deste numero devera ser comunicada
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ao CEP e ao Servigo de Gestdo em Pesquisa para autorizactes e atualizacdes cabiveis.

b) O projeto esta cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa (2020-0737) para fins de avaliacdo logistica e
financeira e somente podera ser iniciade apds aprovacio final do Grupo de Pesquisa e Pas-Graduacio.
c) Qualquer alteracdo nestes documentos devera ser encaminhada para avaliacdo do CEP.

d) Deverdo ser adicionados relatorios semestrais e um relaténo final do projeto no cadastro do mesmo, no
Sistema AGHUse Pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacfes Basicas | PB_INFORMACOES _BASICAS DO P [ 05/01/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1684677 pdf 12:34:08
Projeto Detalhado / [PROJETO _DE DOUTORADO FERRA | 05/01/2021 [Maiara dos Santos Aceito
Brochura MENTAS _ALTERNATIVAS docx 12:33:33 | Cameiro
Investigador
Declaracdo de PlanodeRecrutamento_signed pdf 30122020 [Maiara dos Santos Aceito
Pesquisadores 14:10:24 | Cameiro
Declaragdo de Funcoes_signed.pdf 30/M12/2020 |Maiara dos Santos Aceito
Pesquisadores 14:10:03 | Cameiro
Declaracdo de protocolo. pdf 30M12/2020 [Maiara dos Santos Aceito
Instituicdo e 14:09:00 [Cameiro
Infraestrutura
Orgamento ORCAMENTO . docx 30/M12/2020 |Maiara dos Santos Aceito
14:06:15 | Cameiro

Cronograma CRONOGRAMA. docx 30M12/2020 [Maiara dos Santos Acelto
14:04:04 | Cameiro

Folha de Rosto folhaDeRosto_signed. pdf 301122020 [Maiara dos Santos Aceito
14:01:59 | Cameiro
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