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RESUMO

Introducdo: A deteccdo precoce de resisténcia a carbapenémicos € de grande importancia para
uma escolha terapéutica répida e acurada. O objetivo do estudo foi avaliar o impacto da
deteccdo precoce de carbapenemase na administracdo de antimicrobianos em isolados
nosocomiais de Pseudomonas aeruginosa. Método: Isolados de P. aeruginosa, recuperados de
pacientes hospitalizados em Porto Alegre, foram testados através do teste Blue-Carba. O tempo
necessario para o resultado do Blue-Carba, a partir do processamento da amostra, foi
comparado com o tempo necessario para a liberacdo do antibiograma final. Isolados positivos
para Blue-Carba foram testados fenotipicamente e geneticamente para os genes blakec €
metalo-p-lactamases. Resultados: Um total de 199 isolados foram analisados, sendo que destes
23 (11.6%) eram positivos para Blue-Carba e abrigavam o gene blaspm-1-ike. Cinquenta e dois
(26.1%) isolados tiveram resultado negativo para Blue-Carba, porém apresentaram resisténcia
a meropenem e/ou imipenem. Polimixina B e ceftolozana/tazobactam (este exceto para 0s
isolados produtores de SPM-1) foram 100% ativos para todos isolados de Pseudomonas
aeruginosa. O teste Blue-Carba permitiu a intervencdo precoce ou a adequacdo da terapia.
Conclusdo: A adequacao precoce da terapia pode ser obtida pelo Blue-Carba para 11,6% dos
isolados de P. aeruginosa, os quais eram produtores de SPM-1. Para estes, polimixina B poderia
ser associada precocemente e ceftolozana/tazobactam retirado da terapia. Para os demais
isolados, a terapia empirica com ceftolozana/tazobactam poderia ser mantida, havendo uma
maior chance de sucesso terapéutico. Uma comunicacao ativa entre laboratério e o corpo clinico
€ necessaria para que os resultados precoces de dados pelo Blue-Carba sejam explorados de
forma melhor, diminuindo significativamente o tempo para uma primeira intervencéao.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, blue-carba, carbapenemase, antimicrobial
stewardship.



ABSTRACT

Background: Early recognizing of carbapenem-resistance is crucially important to a fast and
accurate therapy. We aimed to evaluate the impact of an early carbapenemase detection among
nosocomial Pseudomonas aeruginosa isolates on antimicrobial stewardship. Methods:
Pseudomonas aeruginosa isolates were recovered from hospitalized patients from Porto Alegre,
Brazil, and tested by Blue-Carba test. Time required for a Blue-Carba result, right after the
sample processing, was compared with those required to obtain final antibiogram. Positive
Blue-Carba isolates were tested phenotypically and genotypically for KPC and MBL genes.
Results: A total of 199 isolates were analyzed and 23 (11.6%) were Blue-Carba positive and
harboring the blaspm-1-iike gene. Fifty-two (26.1%) isolates were Blue-Carba negative, however,
resistant to meropenem and/or imipenem. Polymyxin B and ceftolozane/tazobactam (except for
SPM-1 producers) were 100% active for all P. aeruginosa isolates. The Blue-Carba test allowed
an earlier intervention or adequacy of therapy. Conclusion: Early adequacy can be promoted
by Blue-Carba: for 11.6% of P. aeruginosa isolates, which were SPM-1 producing, polymyxin
B could be prior associated and ceftolozane/tazobactam withdrawn from therapy. For the
remaining isolates, empirical therapy involving ceftolozane/tazobactam can be maintained with
greater likelihood of adequacy. An active communication between laboratory and clinical
services is necessary to better explore this earlier Blue-Carba results, significantly reducing the
time for a first intervention.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, blue-carba, carbapenemase, antimicrobial stewardship.
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1 INTRODUCAO

1.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana emerge como um dos principais problemas de salde
pablica do século XXI. Sua escalada nas Ultimas décadas consiste em um processo natural, 0
qual, todavia, vem sendo acelerado pelo extensivo uso inadequado de antimicrobianos (1). A
persisténcia desse uso indiscriminado de agentes antimicrobianos tem levado a uma crise global
de grandes proporcdes, a ponto de a resisténcia bacteriana ser prevista como a principal causa
de morte em 2050, sendo responsavel pela morte de cerca de 10 milhGes de pessoas (2).

Os efeitos da resisténcia antimicrobiana ja sdo perceptiveis ao redor do mundo.
InfeccBes causadas por microrganismos resistentes a antimicrobianos sdo responsaveis pela
morte de aproximadamente 50 mil pessoas por ano, somente na Europa e Estado Unidos (2).
Dezenas de milhares de mortes também estdo associadas a essas infeccGes em outras areas do
mundo, entretanto ha uma escassez de dados e estimativas confiaveis. De forma a combater
esse problema, uma série de medidas passaram a ser tomadas pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), levando a criacdo do plano de acao global em resisténcia antimicrobiana (3).

O plano de agdo global em resisténcia antimicrobiana propde cinco objetivos (4):

1. Melhorar a atencéo e a compreensdo a respeito da resisténcia antimicrobiana através

de comunicacéo, educacéo e treinamento efetivos;

2. Fortalecer o conhecimento e a base de evidéncias através de pesquisa e vigilancia;

3. Reduzir a incidéncia de infeccdes através de saneamento, higiene e medidas de

prevencéo de infeccdo efetivas;

4. Otimizar o uso de medicamentos antimicrobianos na salide humana e animal;

5. Desenvolver uma situacdo econémica para o investimento sustentavel que leve em

conta as necessidades de todos os paises e aumente o investimento em novos

medicamentos, ferramentas de diagndstico, vacinas e outras intervengoes.



1.2 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM ISOLADOS DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA

A resisténcia a carbapenémicos em isolados de P. aeruginosa é um dos principais
desafios enfrentados pela comunidade médica a nivel global. Esse tipo de resisténcia
caracteriza-se por uma importante limitacdo nas op¢fes de tratamento, bem como por uma
rpida disseminacdo, levando ao surgimento de surtos (5,6). Surtos de Pseudomonas
aeruginosa resistente a carbapenémicos vém sendo registrados no sul do Brasil desde 2005,
atingindo uma preocupante mortalidade de 48,1% (7,8). Esta alta taxa de mortalidade
demonstra a gravidade do problema, além de deixar claro a necessidade de uma melhora na

abordagem clinico-laboratorial.

Os carbapenémicos fazem parto do grupo de antimicrobianos beta-lactamicos. Esse
grupo € caracterizado pela presenca de um anel beta-lactamico em sua estrutura e por ter como
mecanismo de acao a inativacdo das proteinas ligadoras de penicilina (PBP), importantes para
formacdo da parede celular bacteriana. Entre os beta-lactdmicos, os carbapenémicos sdo 0s
antimicrobianos mais efetivos contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo,
portanto, considerados um dos mais importantes recursos para o tratamento de infecgdes por
microrganismos multirresistentes. Ademais, apresentam raros efeitos adversos, tendo um uso
muito mais seguro do que outras drogas de Ultima escolha, como as polimixinas (6). A soma
desses fatores demonstra o qudo imprescindivel é o uso destes antimicrobianos na pratica

clinica, sendo a resisténcia aos carbapenémicos um importante problema de satde publica.

Um dos grandes desafios do combate a P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos
reside na diversidade e complexidade de mecanismos que esse microrganismo € capaz de
apresentar. Entre o vasto arsenal de mecanismos estdo por exemplo as alteracbes na
permeabilidade da membrana. Estes microrganismos podem apresentar alteracfes na expressao
de porinas de membrana, as quais estdo diretamente relacionadas com a entrada dos
carbapenémicos no espaco periplasmatico, onde se ligam as PBPs. Ao diminuir a expressao
dessas porinas, diminui-se a permeabilidade da membrana e dificulta-se o acesso do
carbapenémico ao seu local de agdo. Outro mecanismo utilizado € a bomba de efluxo. Certas
cepas de P. aeruginosa produzem grandes quantidades de bombas de efluxo, as quais sdo
capazes de expulsar os carbapenémicos do espaco periplasmético logo apds sua entrada.

Entretanto, 0 mecanismo mais importante € o enzimatico. A resisténcia aos carbapenémicos



mediada por enzimas se da através das carbapenemases. Estas enzimas sao capazes de hidrolisar
todo tipo de beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, inutilizando-os (5,9,10). A presenca

desses mecanismos faz com que as opcdes terapéuticas sejam limitadas.

Com o aumento da prevaléncia de isolados de P. aeruginosa apresentando estes
mecanismos de resisténcia, a polimixina B e mais recentemente ceftolozana/tazobactam vém
se tornando importantes alternativas terapéuticas. No entanto, ceftozolana/tazobactam néo tem
efeito em isolados produtores de carbapenemase, sendo neste caso extremamente importante a

identificacdo precoce da producdo de carbapenemase para uma melhor escolha terapéutica (11).

1.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA NO LABORATORIO DE ANALISES

CLINICAS

O laboratério de analises clinicas possui um importante papel no combate a resisténcia
antimicrobiana visto que esta diretamente ligado ao diagnostico microbiolédgico. A atuacdo do
laboratério se relaciona a cada um dos objetivos propostos pelo plano de agdo global em
resisténcia antimicrobiana (4). Desde a melhora na atencdo e compreensdo a respeito da
resisténcia antimicrobiana obtidas através de um adequada comunicacdo entre os analistas e a
equipe médica/assistencial, até o aprimoramento das medidas de prevencéo de infeccao através
do contato direto entre os analistas e a comissao de controle de infeccdo hospitalar. Entretanto,
entre todos os objetivos do plano de acdo global em resisténcia antimicrobiana, o quarto ponto
€ 0 que esta mais diretamente relacionado a atividade laboratorial.

O diagndstico laboratorial preciso e agil de infeccdes é a base para o uso racional de
medicamentos antimicrobianos. A relacdo vai desde a identificacdo do patdgeno até o reporte e
liberacdo do laudo, passando pelo teste de suscetibilidade aos antimicrobianos. Devido ao
aumento das taxas de microrganismos multirresistentes, o teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos tem ganho cada vez mais protagonismo no tratamento de infeccOes
hospitalares (12-15).

O melhor dos cenarios seria ter o perfil de suscetibilidade do patbgeno no momento de
inicio da terapia, possibilitando a escolha do tratamento adequado desde o comeco. Entretanto,
atualmente essa ndo é a realidade na pratica clinica e as infec¢Ges agudas acabam tendo seu

tratamento antimicrobiano iniciado de forma empirica. E importante ressaltar que apesar de ter



0 seu inicio empirico € de suma importancia que o tratamento seja ajustado o mais cedo possivel

e de forma especifica ao seu patdgeno (16).

1.4 TEMPO DE LIBERACAO DO LAUDO DO TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS

Tradicionalmente, métodos ndo automatizados sdo utilizados para se avaliar a
suscetibilidade antimicrobiana, sendo estes considerados como metodologia de referéncia (13).
Disco difusdo e microdiluicdo em caldo, por exemplo, sdo largamente utilizados na pratica
clinica. Apesar de serem testes bem estabelecidos e relativamente baratos, eles sdo realizados
de forma manual e levam de 18 a 20 horas para produzirem resultados. Soma-se a esse tempo
a incubagdo inicial da placa para isolamento do microrganismo, bem como uma série de
possiveis atrasos que podem ocorrer, como a demora em incubar frascos de hemocultura em
equipamentos de automacao, 0 ndo processamento de amostras no turno da noite ou aos
domingos e a repeticdo ou adicdo de testes. Como resultado temos um teste de suscetibilidade
aos antimicrobianos levando dias para ser liberado (12).

O tempo de liberacdo do laudo do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos é
primordial no manejo do paciente com infeccdo. Cada hora de atraso no uso do agente
antimicrobiano adequado leva a um aumento da mortalidade de pacientes com sepse. Ademais,
0 uso de antimicrobianos inadequados e 0 atraso no ajuste da terapia estdo associados ao
prolongamento do tempo de internacdo, a emergéncia de resisténcia bacteriana e ao aumento
dos custos hospitalares (17,18).

A OMS, em seu plano de acdo global em resisténcia antimicrobiana, destaca que a
prescricdo de antibidticos estd raramente baseada em um diagnoéstico definitivo, havendo a
necessidade do desenvolvimento de estratégias para um diagnostico mais rapido, barato e
efetivo (4). Em resposta a essa necessidade, diversas alternativas vém surgindo de forma a
agilizar o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos. Dessa forma surgem os testes rapidos de
suscetibilidade aos antimicrobianos, capazes de apresentar resultados dentro de pouco horas.

Esses testes podem ser divididos basicamente em dois grupos, testes de suscetibilidade
fenotipica universais e testes de deteccdo de mecanismos de resisténcias especificos (12). Testes
de deteccdo de mecanismos de resisténcia especificos sdo baseados em biologia molecular,
imunocromatografia e ensaios de degradacao de antibioticos. Os resultados sdo extremamente

rapidos, sendo obtidos em um intervalo de poucas horas e confirmam a presenca de mecanismos
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de resisténcia. Porém, resultados negativos ndo indicam necessariamente suscetibilidade, bem
como resultados positivos ndo indicam necessariamente resisténcia (12).

Um dos métodos que ja esta sendo utilizado na pratica clinica € o do blue-carba. Esse
método barato e de simples execucdo permite o rastreio de carbapenemases com alta
sensibilidade e especificidade dentro de apenas 2 horas. O método tem como principio a
deteccdo da hidrolise do anel beta-lactdmico através da mudanca de cor de um indicador de pH,
no caso azul de bromotimol. Para realizacdo da técnica, incuba-se o microrganismo a ser
investigado em uma solucéo contendo o indicador bem como um carbapenémico (Imipenem)
por 2 horas a 37°C com agitacdo. Apos o periodo de incubacéo é feita a leitura comparando-se
com um controle negativo. Havendo a troca de coloragéo de azul para verde ou amarelo o teste
é interpretado como positivo, diagnosticando a presenca de carbapenemase no microrganismo
investigado (19). Apesar das limitagcdes do teste, sua rapidez permite que o microbiologista
tome atitudes de forma a agilizar a liberacdo do laudo, como, por exemplo, adicionar
antimicrobianos ndo testados comumente no teste de suscetibilidade aos antimicrobianos. Além
disso, a deteccdo precoce da expressdo de carbapenemase pelo isolado também serve para
auxiliar na escolha terapéutica, dando a possibilidade de o clinico escalonar o mais breve

possivel a terapia escolhida de forma empirica (11).
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a resisténcia antimicrobiana exerce impacto sobre a divulgacdo do teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos.

Avaliar o uso do teste Blue-Carba para deteccdo precoce de carbapenemases.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar o tempo de liberagdo de um teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
para isolados de Pseudomonas aeruginosa,;

b) Comparar o tempo de reporte de um teste de suscetibilidade de um isolado
multirresistente versus um ndo multirresistente;

c) Avaliar o uso do teste blue-carba para detecgédo de carbapenemases em isolados de
P. aeruginosa,

d) Comparar o tempo de reporte do resultado do teste blue-carba com o tempo de

reporte do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.
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Abstract

Objectives: To determine the turnaround time from a blue-carba result until 2
final microbiological report (bacterial identification plus antimicrobial susceptibility
profile) and to infer the impact of an early therapeutic intervention based on the blue-

carba results.

Methods: Pseudomonas aeruginosa isolates were recovered from hospitalized patients
from Porto Alegre, Brazil, and tested by blue-carba test. Time required for a blus-carba
result, right after the sample processing, was compared with those required to get
final report (specie identification and antimicrobial susceptibility profile) Isolates blue-

carba positive were tested by phenotypically and genotypically for KPC and MBL genes.

Results: A total of 199 isolates were analyzed and 23 (11.6%) were blue-carba positive
and harboring the blaspy.1-5. gene. Fifty-two (26.1%) isclates were blue-carba negative
but resistant to meropenem andfor imipenem. Polymyxin B and
ceftolozane/tazobactam {this latter except for SPM-1 producers) were 100% active. for
all P. meruginosa isnlates, a blue-carba test allow an earlier intervention or adequacy of

therapy.

Conclusion: Early adequacy can be promoted by blue-carba test for 11.6% of SPM-1-
praducing P. oeruginosa isolates, polymyxin B could be prior associated and
ceftolozaneftazobactam withdrawn from therapy. For the remaining isolates, empirical
therapy involving ceftolozane/tazobactam can be maintained with greater likelihood of
adequacy. An active communication between laboratory and clinical services is
necessary to better explore these earlier blue-carba results, significantly reducing the

time for a first intervention,
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1. Introduction

The worldwide emerpence of carbapenem-resistance is a growing concern,
particularly among Pseudomonas aeruginosa isolates.! This microorganism display a
large arsenal of resistance mechanisms which can contribute for the carbapenems-
resistance phenotype, including efflux pumps, porin loss, overproduction of p-
lactamases such as ESBLs and ampCs, and also production of metallo-B-lactamases
(MBLs), which are enzymes that hydrolyze virtually all B-lactam antibiotics, including
the carbapenems, severely limiting treatment aptions. Moreover, new drugs such as
ceftolozane with tazobactam has been introduced for P. oeruginoso resistant to
carbapenems due to mechanisms other than carbapenemases, an which it has no
activity.® For this reason, early carbapenemase detection is crucially important for a
better antimicrobial therapy choicg. The aim of the present study was to evaluate the
impact of the blue-carba rapid test for carbapenemase detection on turnaround time

for an early therapy against P. aeruginosa.

Material and methods

All P. ceruginosa isclates were prospectively recoversd from any clinical
specimens from hospitalized patients between Novermnber 2018 and July 2019. Only
one isolate per patient was included in the study. Bacterial identification was based
upon production of characteristic pigments and biochemical tests such as: oxidase

praduction, nitrate reduction and growth in cetrimide agar. The isolates were initially

3
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submitted to the phenotypic blue-carba test for carbapenemase production as
described elsewhere.” selected P. aeruginosa isolates confirmed with a positive result
with a blue-carba test wers then tested using a synergist test applying phenyl-baronic
acid and ethylenediaminetetraacetic acid for detecting Klebsiello pneumonice
carbapenemase (KPC) and metallo-p-lactamase (MBL) enzymes.” All blue-carba
positive isolates were also submitted to polymerase chain reaction (PCR) for
carbapenemase gene detection. Presumptive MBL producers on the phenotypic test
were further submitted to DNA amplification by PCR for detection of blonpma.se,
blasps1scer Blapap.1oie and bloyy genes as previously described.®” For those isolates
with a blue-carba test negative, a phenotypic test in the presence of a specific pump
inhibrtor agent, the L-phenyl-L-argining P-naphthylamine (papN) was applied as

previously reported.®

Ceftolozaneftazobactam and polymyxin B minimum inhibitory concentration
were determined using MIC test strips (MTS, Liofilchem, Italy) and broth microdilution
prepared in house, respectively. Susceptibility to other antibiotics was determined by
the disk-diffusion method. All susceptibility tests were interpreted according to the

Clinical and Laboratory Standards Institute {CLS1) guideli nes.’

The workflow required the microbiology |aboratory to notify the nursing staff

or clinician of positive blue-carba result for early carbapenemase mechanism

notification after bacterial isolation of 2ach clinical specimen.

Considering a prevalence of 35 non-repetitive P. aeruginosa isclates per month,
during the nine months of study peried, we calculate the required sample size. Using

NQuery Advisor version 5.0 to determine the prevalence of P. geruginosa infections
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within 5% with a 95% level of confidence, an evaluable sample size of at least 174 P.

aeruginosa isolates would be necessary.

Statistical analyses were carried out to estimate a 95% confidence intervals
(Cls) for proportions. Average time and standard deviations were calculated for a
preliminary blue-carba and a final antimicrobial susceptibility profile report. Sensitivity
and specificity of blue-carba results in relation to the presence of MBL were also
determined. The primary endpoint of this study was to determine the turnaround
time from a blue-carba result until a final micrabiological report (bactaral
identification plus antimicrobial susceptibility profile] while the secondary endpoint
was to infer the impact of an early therapeutic intervention based on the blue-carba

results.

Results

A total of 195 P aeruginosa isclates were included in the study, recovered from
the following specimens: respiratory secretions (97 isolates), urine (74 isolates), blood
(11 isolates) and ather secretions (15 isolates). Of these 199 F. aeruginosa isolates, 176
(88.4%; 95% C| 3.2 — 92.2%) were blue-carba negative while the remaining 23 [11.5%;
95% Cl 7.8 — 16.7%) isolates were blue-carba positive. Carbapenem (meropenem and
imipenem|) susceptibility profile and blue-carba results for the 153 P. geruginosa

isclates are shown in Table 1.

The results for the 199 P. geruginesa isolates for meropenem andfor imipenem
susceptibility and blug-carba test are shown Table 1. The resistance rate varied widely

among the different profiles, but multiple resistance profile being notoriously

5
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observed for the profiles 2, 3 and 3 (Table 2). Only five isolates (profile 4) were
exclusively resistant to imipenem. All carbapemem-resistant P. geruginosa (no matter
the mechanism) were susceptible to polymyxin B (MICso/MICe=1.0/1.0pg/mL).
Carbapenem-resistant isolates, by mechanism other than SPM-1-producing, were all

susceptible to ceftolozaneftazobactam [MICse/MICs=1.0/2.0pg/mL).

A total of 23 (11.6%; 95% C1 7.8 — 16.7%) blue-carba positive notifications were
made during the study period. Time required {awerage time £ standard deviation) for
this notification was 1.66 * 0.89 days for SPM-1-producing P, aerugingsa notification
versus 3.19 £ 0.95 days for final antimicrobial susceptibility prafile {Table 3). On the
ather hand, the most prevalent carbapenem-resistant mechanisms detected were
attributed to mechanisms other than carbapensmase production, occurring in 52
isolates (20.1%; 99% C1 20.5 — 32.6%). For this group, a blue-carba negative notification
was made in 1.61 * 0.60 days against 3.06 + 0.71 days for a final antimicrabial

susceptibility profile (Table 3).

Discussion

Empirical treatment of serious Pseudomongs infections wsually includes
carbapenems. This therapy, if inadequate, is related to a significant increase in
mortality. Carbapenem-resistance in P. aeruginosa may be due to the reduction of
outer membrane permeability, owerexpression of efflux pumps and B-lactamase

production.*™

The blue-carba test differentiates betwean carbapenemase producsrs
and noncarbapenemase producers (incuding extended-spectrum-f-lactamase- and/or

AmpC-producing  isolates), with or without alterations in outer membrane
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permeability.* Considering the lack of activity of carbapenem agents against isolates
exhibiting these mechanisms of resistance, drugs such as polymyxin B and more
recently ceftolozane/tazobactam have been targeted for therapeutic approaches.
However, as ceftolozaneftazobactam does not have effect on carbapenemase-
producing ones. Thus, differentiation between the mechanisms is fundamental and has
diract clinical application on the best therapeutic choice and crucially impact on the

patient's autcome,

Carbapenemase production detected by blue-carba fest have implications for
infection control measures and for therapeutic adequacy. From a clinical point of view,
an early blue-carba positive notification, in our study, means that polymyxin B should
be associated with amother antimicrobial (generally meropenem) for adequacy of a
combined-therapy while ceftolozaneftazobactam should be withdrawn from therapy.
According to stewardship principles, this is an opportunity to a more selective use of
ceftolozane/tazobactam. On the other hand, & blus-carba negative result, all P,
aeruginosa isolates would have adeguate coverage with ceftolozaneftazobactam

without the add anather antimicrobial agent.

It is important to note that ceftolozaneftazobactam would be suitable for
empirical clinical use in 176 isclates (88.4%; 95% C| 83.2 — 92.2%) since these isolates
did not produce carbapenemase enzymes. Among the 97 isolates from the respiratory
tract infections, for which ceftolozane/tazobactam 1s indicated, 12 of them (12.4%;
95% Cl 7.2 — 20.4%) were SPM-1-producing P. geruginosa. Particularly, for these
patients, the preliminary blue-carba test report would result in a therapeutic

intervention if ceftolozaneftazobactam was being administered.
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In order to increase clonal diversity and antimicrobial susceptibility profiles, P.
oeruginosa isolates from different clinical specimens were considered. This fact
allowed us to determine if the inhibitory activity of ceftolozaneftazabactam was
sustained whan the site of origin (respiratory tract, blood or urine) and different
susceptibility profiles were considered. Unequivocally, an impact on survival/clinical
cure following anticipation of appropriate treatment would be highlighted for those
patients with complicated wrinary tract, intra-abdominal infections or pneumania

caused by multidrug-resistant P. aeruginosa.

An important limitation of our study was the fact that we did not evaluate the
impact of an early blue-carba result on patient's outcome. On the other hand, we
emphasized that a reduced turnaround time is first step for a therapeutic adequate
intervention and is strongly related to better outcomes, lower selective pressure, and

antimicrobial resistance development.

The blus-carba test i3 an accurate and inexpensive way to detect Klebsiello
pneumonioe carbapenamase (KPC) and MBEL enzymes awven in isolates with extremely
low carbapenem MICs, Our results showed 100% (95% Cl 85.7 - 100%) of sensitivity
and 100% (55% Cl 37.9 — 100%) of specificity for blue-carba results in comparison to
the presence of SPM-1 enzyme. Once that MBLs in P geruginosa, such as SPM-1, VIM
and IMP play a major role in the spread of nosocomial isolates and has been

challenging therapy and infection control measures, our results clinically matter,

Moreover, it seems that inappropriateness of early therapy may be
determinant of higher case-fatality among MBL-producing P. aeruginosa than non-

MBL-producing ones. Considering that early appropriate antimicrobial therapy can be
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the mast important modifiable factor able to gain better patient’s outcomes, blue-

carba results may play role a crucial in decision making regarding therapy.

Importantly, the application of blue-carba in P. geruginoso isolates allows ta
drive the use of ceftolozaneftazobactam in terms of antimicrobial stewardship and
may prevent the emergence of resistance to it already described among derepressad

AmpC-B-lactamase-producing Enterobacter cloacoe complex isolates.”

In conclusion, we found 10:0% of sensitivity and specificity between blue-carba
results and SPM-1 detection. Far all P. geruginesa isolates, a blue-carba rapid test
would allow an early intervention (1.4 days before). In 22 (11.6%; 95% Cl 7.8 — 16.7%)
of SPM-1-producing P. meruginasa isolates, pelymyxin B could be early associated
while ceftolozaneftazobactam withdrawn of therapy. For the remaining isolates,
empirical therapy involving ceftolozane /tazobactam therapy could be maintained with
great likelihood of adequacy. An active communication between laboratory and clinical
services is necessary to better explore an early blue-carba motification and, thus, ta

significantly reduce the time for intervention.
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Table 1. Results of 199 P. aerugimosa isolates for meropenem and/or imipenem
susceptibility and blue-carba test

Blue-carba Meropenem and/or imipenem susceptibility prefile Total
Suzceprible Resistant

Megative 124 L 176

Pasitive o 23* 23

Total 124 TE 128

*All 23 isclates that presented a positive reaction in the blue-carba test were MBL
producers according to the phenotypic test and &l presented bloss.: gene.

12
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Table 2. pistinct profiles among 192 7. serugineso evaluated according to the phenotypic and molecular tests and antimicrobial resistance
rates

Pravdomonas Cartapenem-resistance (O8] Blue-carba Attnbuted Remstence rates 3]
nm'ug'ﬂ'lwa mechaniom
[W* ot isointes; 5] Tor the CR

AE FEF AT are CH TZF PAE f= )
FI'IIH'IEL[IFHI,‘E?_!] Maone HEEI'EU! Hit Setected 21 7.3 22 1e a3 7.3 NT o
Froriie 2 [m=de; 231 IMF f EM Hegriive Effux pumps =08 738 433 7.4 717 LT o ]
Fmﬁl:![n:lﬁ-;l:l_ﬁ] 1P f BERA Poskive EPhl-L-hke =58 100 3 45600 1003 =3 1008 a T
Frofite 8 (n=3; 2.3) IMF Hegative ETfux pumps o 1] a o a0 o o 0
Frafile 3 jn=1;0.3§ RAEIA Hagntive Efflux pump o 100 0 100.0 100 0 100.0 o o ]

IMIP, imipenem: MEM. meropenem: 4K amilacin; FEF, cefepime; CAZ, ceftaridime, CIF, profiosnan, CN, gentamicin: T2P, piperaclingtazobactam, PHE. palgmigxn B and
T, exfielmans inaebe dams T, ot tesied; HA, ned evebvabed

13
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Table 3. Time to obtain a blue-carba and final antimicrobial susceptibility profile
results among 199 P. aeruginosa isolates according to their different carbapenem

susceptibility profiles

Isalates characterization [MN® of isslates: %) Time for results (sverage time £ 50, in days)

Blue-carba ASP results Crude difference
(A) (B) (B} = (A}
Carbapenem-Susc (124; 62 .3} 1421054 2.52+0.58 1.10
Carbapenem-Resis; blue-carba (-] (§2;26.1] 1.81+0.E0 2.06£0.71 1.48
Carbapenem-Resis: blus-carba (+) (23: 11.6) 186+083  3.19+095 153
All P. aeruginasa (199: 100) 156%061 292+*072 136

5D, standard deviation; ASP, antimicrobial susceptibility profile; Susc, susceptible;

Resis, resistant; [-), negative; (4], positive

14
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3 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O tempo de liberacdo de um laudo é fundamental para um melhor desfecho clinico. No
laboratorio de microbiologia a agilidade na liberacdo do laudo se torna ainda mais essencial
devido ao grande tempo requisitado pelas técnicas aplicadas. O advento de testes como o blue-
carba surge neste contexto de forma a proporcionar resultados rapidos e capazes de ter impacto
na conduta clinica.

O presente estudo demonstrou que o blue-carba pode ser utilizado como uma ferramenta
importante para predizer a producdo de carbapenemase. No contexto de P.aeruginosa, essa
identificacdo precoce do mecanismo de resisténcia demonstrou-se de grande utilidade clinica,
uma vez que um dos principais antimicrobianos utilizados de forma empirica no tratamento de
P. aeruginosa, ceftozolana/tazobactam, é inativa em isolados produtores de carbapenemase.
Sendo assim, para os isolados positivos para blue-carba, o uso de ceftozolana/tazobactam pdde
ser descontinuado e proporcionado nova intervencao terapéutica de forma precoce, como por
exemplo, iniciando-se 0 uso de polimixina B. Ja para os isolados negativos para blue-carba, a
terapia empirica pdde ser continuada, com uma maior garantia de sucesso terapéutico.

Ferramentas como o blue-carba sdo 6timas alternativas e devem ter seu uso incentivado.
Ademais, é importante que continuem sendo pesquisadas novas alternativas de agilizar a
liberacdo dos laudos microbioldgicos, tornando esse processo cada vez mais rapido e
expandindo-o para outros mecanismos de resisténcia. Um diagnostico agil e uma comunicacgéo
ativa e efetiva entre laboratério e corpo clinico sdo o caminho para o melhor manejo de

infeccdes.
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