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RESUMO

Nos ultimos anos o uso frequente de polimixinas acelerou o aumento da resisténcia bacteriana
a essa classe de antimicrobianos. Atualmente, a microdilui¢do em caldo ¢ considerada a
metodologia de referéncia para a determinacao da sensibilidade bacteriana as polimixinas. No
entanto, ¢ uma metodologia com muitas desvantagens. Diante do cenario exposto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o desempenho das metodologias Agar Spot, Drop Test,
Microeluicdo do disco de polimixina B e Blue-Poli e suas modificagdes na deteccdo de
resisténcia a polimixina B em bactérias gram-negativas. Além disso, o estudo propds duas
novas metodologias: Microdiluicdo com elui¢do do disco de polimixina B e Red-Poli. Foram
utilizados 100 isolados bacterianos, dos quais 50 isolados eram sensiveis a polimixina B e 50
resistentes. Para Microdilui¢do com elui¢do do disco de polimixina B, os resultados
apresentaram sensibilidade de 90%, especificidade de 100%, CA de 95% ¢ EA de 92%, nao
sendo encontrados ME, porém, foram encontrados 5% de VME. Para A'gar Spot, os resultados
apresentaram sensibilidade de 94%, especificidade de 100%, CA de 97% e EA de 95%, ndo
sendo encontrados ME, apenas 3% de VME. Para Drop Test, os resultados apresentaram
sensibilidade de 96%, especificidade de 100%, CA de 98% e EA de 86%, ndo sendo
encontrados ME, apenas 2% de VME. Para Microelui¢do do disco da polimixina B, os
resultados apresentaram uma sensibilidade de 96%, especificidade de 100% e CA de 98%, ndo
sendo encontrados ME, apenas 2% de VME. Para as metodologias de Blue-Poli e Red-Poli os
resultados apresentaram sensibilidade, especificidade e CA de 100%, ndo sendo encontrados
ME e VME. Diante das altas taxas de especificidade, sensibilidade, CA e EA para todas as
metodologias, concluiu-se que houve uma boa eluigdao da polimixina B a partir do disco, além
de ser mais facil sua manipula¢do dentro dos laboratorios clinicos por ndo ser necessario
realizar a pesagem do p6 de polimixina, tornando essas metodologias com um excelente custo-
beneficio. Dessa forma, todas as metodologias testadas poderiam ser incluidas na rotina dos
laboratérios na avaliagdo da sensibilidade & polimixina B, em especial as metodologias de Agar

Spot, Microelui¢ao da polimixina B, Blue-Poli e Red-Poli.

Palavras-chave: Bactérias gram-negativas; Polimixina B; Resisténcia bacteriana; Testes de

sensibilidade a antimicrobianos.



ABSTRACT

In recent years, the frequent use of polymyxins has accelerated the increase in bacterial
resistance to this class of antimicrobials. Currently, broth microdilution is considered the gold
standard for determining bacterial susceptibility to polymyxins. However, it is a methodology
with many disadvantages. Given the scenario described, the present study aimed to evaluate
the performance of the Agar Spot, Drop Test, Polymyxin B disk microelution, and Blue-Poli
methodologies, as well as their modifications, in detecting polymyxin B resistance in gram-
negative bacteria. Furthermore, the study proposed two new methodologies: Microdilution
with polymyxin B disk elution and Red-Poli. One hundred bacterial isolates were used, of
which 50 isolates were sensitive to polymyxin B and 50 were resistant. For microdilution with
polymyxin B disk elution, the results showed a sensitivity of 90%, specificity of 100%, CA of
95%, and EA of 92%, with no ME found; however, 5% VME was found. For Spot Agar, the
results showed a sensitivity of 94%, specificity of 100%, CA of 97%, and EA of 95%, with no
ME found, only 3% of VME. For the Drop Test, the results showed a sensitivity of 96%,
specificity of 100%, CA of 98%, and EA of 86%, with no ME found, only 2% of VME. For
the microelution of polymyxin B disk, the results showed a sensitivity of 96%, specificity of
100%, and CA of 98%, with no ME found, only 2% of VME. For the Blue-Poli and Red-Poli
methodologies, the results showed sensitivity, specificity, and CA of 100%, with no ME or
VME found. Given the high rates of specificity, sensitivity, CA, and EA for all methodologies,
it was concluded that there was good elution of polymyxin B from the disk, and its
manipulation within clinical laboratories is easier because it eliminates the need to weigh the
polymyxin powder, making these methodologies excellent value for money. Therefore, all the
tested methodologies could be included in the routine of laboratories for evaluating sensitivity
to polymyxin B, especially the Agar Spot, Polymyxin B disk microelution, Blue-Poli, and Red-

Poli methodologies.

Keywords: Gram-negative bacteria; Polymyxin B; Bacterial resistance; Antimicrobial

susceptibility testing.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos emergiu como uma grande ameaga a saude humana
do século XXI, sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo (Lancet et al.,
2022; Murray et al., 2022; Xuan et al., 2023). O nimero de infec¢des graves causadas por
bactérias gram-negativas multirresistentes tem se tornado cada vez mais frequente e um grande
desafio para as instituicdes de satde publica, devido as altas taxas de mortalidade e op¢des
limitadas de tratamento (Jean et al., 2022; Lee et al., 2022; Olaitan et al., 2014; Silva et al.,
2022). Os carbapenémicos sdo os antimicrobianos de escolha para o tratamento de infecgdes
graves causadas por bacilos gram-negativos. Porém, com o aumento da sua utiliza¢do na pratica
clinica ocorreu a disseminacdo de resisténcia a essa classe de antimicrobianos (Abniki et al.,
2023; Duda-Madej et al., 2023; Wise et al., 2024).

Em 2024, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) publicou uma lista global de
patégenos que causam risco a saude humana, onde Enterobacterales resistentes as
cefalosporinas de terceira geragdo e resistentes aos carbapenémicos, Acinetobacter baumannii
resistentes aos carbapenémicos € Mycobacterium tuberculosis resistentes a rifampicina foram
classificados na categoria de prioridade critica (WHO, 2024).

Atualmente, novas terapias estdo sendo aprovadas como forma de tratamento das
infecg¢des causadas por bactérias resistentes aos carbapenémicos, como ceftazidima-avibactam,
imipenem-relebactam e meropenem-vaborbactam. Porém, essas combinagdes ndo estdo
disponiveis em muitas partes do mundo, bem como ndo sdo abrangentes contra todos os
mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos, como por exemplo as metalo-betalactamases
(Abniki et al., 2023; Cruz-Lopez et al., 2022; Duda-Madej et al., 2023; Gupta et al., 2024).
Diante desse cendrio, as polimixinas sdo consideradas como uma das ultimas opg¢des de
tratamento de infec¢des causadas, principalmente, por bactérias multirresistentes, devido a sua
forte atividade bactericida (Moffat e al., 2019; Soman et al., 2021).

As polimixinas sdo antimicrobianos eficazes contra bactérias gram-negativas, no
entanto, foram abandonadas na década de 1970 devido aos seus consideraveis efeitos adversos,
principalmente a nefrotoxicidade e neurotoxicidade. Mesmo conhecendo seus efeitos
nefrotoxicos, a partir da década de 90 as polimixinas foram reintroduzidas na pratica clinica
devido a urgente necessidade de tratar infeccdes causadas por bactérias multirresistentes. (Lee
et al., 2022; Poirel et al., 2017, Silva et al., 2022; Tran et al., 2016).

As polimixinas apresentam um mecanismo de agdo em que o alvo principal ¢ o
lipopolissacarideo (LPS), presente na membrana externa das bactérias gram-negativas. As
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polimixinas ligam-se de forma seletiva ao lipideo A do LPS, interagindo com o grupo fosfato
e substituindo os ions célcio e magnésio, ocasionando a ruptura da membrana e posteriormente
a sua morte celular (Poirel ef al., 2017; Silva et al., 2022).

A resisténcia as polimixinas ocorre através de modificagdes no grupo fosfato do lipidio
A, através da adigdo de fosfoetanolamina (PEtN) ou 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N),
impedindo assim que as polimixinas se liguem a membrana externa da bactéria (Nordmann et
al., 2016; Olaitan et al., 2014, Silva et al., 2022; Xu et al., 2022). Essas modifica¢des sao
codificadas por cromossomos e ocorrem devido a mutagdes no sistema de dois componentes
(PmrAB e PhoPQ) e mutacdes do regulador negativo de PhoPQ e no gene mgrB (Larroy-
Maumus et al., 2023; Nordmann et al., 2016). Além disso, estudos relataram a presencga de
genes de resisténcia mediados por plasmideos, denominados gene mobile colistin resistance
(mcr), que codificam uma enzima da familia das fosfoetanolaminas transferases, adicionando
PEtN ao LPS (Liu et al., 2016; Silva ef al., 2022). Ademais, ha espécies bacterianas que sdo
naturalmente resistentes as polimixinas, como isolados de Proteus spp., Morganella morganii,
Providencia spp., Serratia marcescens, Pseudomonas mallei, Burkholderia cepacia,
Chromobacterium spp., Edwardsiella spp., Brucella, Legionella, Campylobacter e Vibrio
cholerae (Olaitan et al., 2014; Poirel et al., 2017). Apesar de muitos estudos explicarem os
mecanismos de resisténcia as polimixinas, as informacdes quanto as suas caracteristicas
farmacocinéticas e seu mecanismo metabodlico ainda ndo foram totalmente elucidadas (L1 X et
al., 2023).

Atualmente, a metodologia de microdiluicdo em caldo ¢é considerada pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) como referéncia para a determinagdo da sensibilidade
bacteriana as polimixinas (Foldes ef al., 2022; Shinohara et al., 2022). No entanto, apesar de
ser considerado o padrdo-ouro, essa metodologia pode ser trabalhosa, exige preparo manual e
aten¢@o minuciosa, o resultado ¢ demorado, com um custo alto, e podendo apresentar erros de
interpretagdo, sendo inviavel para algumas rotinas laboratoriais (Foldes et al., 2022; Llorente
et al.,2022; Nordmann et al., 2016; Poirel et al., 2017; Shinohara et al., 2022).

Outras metodologias, como disco-difusdo e fita gradiente, ndo sdo recomendadas para
determinar a sensibilidade as polimixinas devido a baixa difusdo do antimicrobiano no agar, o
que resulta em baixa sensibilidade. Além disso, metodologias automatizadas nado sdo
recomendadas, devido a possiveis resultados apresentando heterorresisténcia, sendo esses

resultados ndo interpretaveis pelo equipamento (Kar ef al., 2021; Pasteran et al., 2020).
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A fim de atender a necessidade de deteccdo rapida, pratica e de menor custo de
microrganismos causadores de infecgdes, diversas metodologias tém sido desenvolvidas no
meio cientifico (Kar et al., 2021; Lee et al., 2022; Rubens et al., 2024). Agar Spot, Drop Test,
Microeluicao da polimixina B e Blue-Poli sdo metodologias alternativas a microdilui¢do em
caldo para polimixinas e estdo sendo estudadas e aprimoradas para que possam ser
incorporadas na rotina de laboratorios clinicos.

Agar Spot ¢ uma metodologia que se baseia na diluicdo das polimixinas no meio de
cultura agar Mueller-Hinton (MH), posteriormente inoculado com o isolado bacteriano de
interesse (Pasteran et al., 2020). Drop Test ¢ uma metodologia que se baseia na deposicao de
gotas de diferentes concentragdes de polimixinas em placa de 4gar MH, previamente inoculada
com o isolado bacteriano de interesse. Com isso, € possivel determinar o perfil de sensibilidade
da bactéria através da presenca do halo de inibi¢ao (Shinohara et al., 2022).

Microelui¢ao das polimixinas se baseia na elui¢ao do disco de polimixina em caldo
Mueller-Hinton Cétion Ajustado (MHCA) e posteriormente ¢ adicionada em cada tubo a
suspensdo bacteriana padronizada (Simner et al., 2019). Ja o teste Blue-Poli ¢ um teste
colorimétrico que se baseia na preparagao de uma solug@o com glicose e azul de bromotimol e
adi¢do da suspensdo bacteriana (Pillonetto ef al., 2022).

Diante do cenario exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho
das metodologias com algumas modificacdoes de Agar Spot, Drop Test, Microeluigdo da
polimixina B e Blue-Poli na deteccao de resisténcia a polimixina B em bactérias gram-
negativas. Além disso, foram propostas duas novas metodologias: Microdilui¢do com eluigao

do disco de polimixina B e Red-Poli.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o desempenho de metodologias alternativas na deteccdo de resisténcia a

polimixina B em bactérias gram-negativas.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos isolados bacterianos frente
a polimixina B pela metodologia de referéncia, microdiluicdo em caldo.

e Determinar a CIM utilizando a eluicao do disco de polimixina B em substitui¢ao ao
p6 da polimixina B através da microdilui¢do em caldo.

e Avaliar as metodologias Agar Spot, Drop Test, Microelui¢do da polimixina B e Blue-
Poli, e suas modificagdes.

e Propor e avaliar o desempenho da nova metodologia Red-Poli, desenvolvida no

presente estudo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Resisténcia aos antimicrobianos

A descoberta dos antimicrobianos foi um grande marco na histéria, sendo considerada
uma das maiores conquistas da medicina no século XX (Baran et al., 2023). Pode-se dizer que
seu uso no meio clinico salvou vidas ao reduzir consideravelmente a mortalidade e morbidade
causadas por infec¢des bacterianas e mudou as praticas de saude em todo o mundo (Baran et
al., 2023; Sumeet et al., 2024). O primeiro antimicrobiano a ser descoberto e introduzido na
pratica clinica foi a penicilina, substancia isolada do fungo Penicillium notatum e descoberta
por Alexander Fleming em 1928 (Sumeet et al., 2024). A descoberta da penicilina foi o ponto
de partida para a pesquisa e desenvolvimento de outros antimicrobianos e novas moléculas com
atividades antimicrobianas (Serna ef al., 2022).

Nas décadas seguintes a descoberta da penicilina, o nimero de antimicrobianos recém-
descobertos e identificados se tornou crescente, atingindo seu pico entre as décadas de 1930 ¢
1960, sendo assim conhecida como a “Era de Ouro dos Antibioticos” (Baran ef al., 2023; Serna
et al., 2022). Dessa forma, os antimicrobianos comecaram a ser utilizados em larga escala de
forma indiscriminada, com prescrigdes excessivas e uso generalizado na indistria, como na
pecuaria e agricultura (Baran et al., 2023; Serna et al., 2022). Com isso, comecou a ser
observado que as bactérias eram capazes de desenvolver mecanismos que as tornavam
resistentes aos antimicrobianos, ou seja, o antimicrobiano passou a perder a sua eficiéncia em
inibir o crescimento bacteriano (Pulingam et al., 2022; Serna et al., 2022). A resisténcia aos
antimicrobianos foi disseminada rapidamente e o desenvolvimento de novos antimicrobianos
se tornou escasso, tornando a resisténcia aos antimicrobianos uma das maiores € mais sérias
ameagcas a saude publica no século XXI (Serna ef al., 2022).

A pandemia da COVID-19 fez aumentar essa preocupacdo devido ao elevado nlimero
de internagdes, levando a prescricdes de antimicrobianos para o tratamento de infecgdes
secunddrias. Além disso, a sobrecarga de trabalho, escassez de profissionais e falta de tempo
para exercer o pleno exercicio de controle de infeccdo ocasionaram uma sobrecarga dos
sistemas de saude e impediram o rastreamento das infecgdes bacterianas resistentes aos
antimicrobianos (Pulingam et al., 2022).

De acordo com estudo presidido por Jim O’Neill, aproximadamente 700 mil pessoas
morrem a cada ano em todo o mundo devido a infec¢des bacterianas resistentes aos

antimicrobianos e estima-se que até 2050, 10 milhdes de pessoas poderdo morrer por esse
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mesmo motivo. Dessa forma, fazem-se necessarios a pesquisa ¢ o desenvolvimento de novos
antimicrobianos, assim como o desenvolvimento de metodologias alternativas para a rapida
deteccao das infecgdes e seus causadores, reduzindo assim o uso de antimicrobianos de forma
desnecessaria e a implementacao de programas de prevengao e uso racional de antimicrobianos
(O’Neill, 2016).

As bactérias multirresistentes (MDR) sdo patogenos bacterianos que se tornaram
resistentes ou insensiveis a altas doses de trés ou mais classes de antimicrobianos (Gauba et
al., 2023). Esses mecanismos de resisténcia podem ser divididos em quatro principais grupos:
inativa¢ao do antimicrobiano, reducao das concentragdes intracelulares do antimicrobiano,
alteracdo do alvo do antimicrobiano ou superexpressao de bombas de efluxo (Gauba ef al.,
2023; Huemer et al., 2020; Xiao et al., 2023).

A inativagdo de antimicrobianos se da por enzimas capazes de destruir
irreversivelmente ou neutralizar os efeitos dos antimicrobianos. O principal exemplo desse
mecanismo de resisténcia € a a¢do de clivagem hidrolitica de B-lactamases no anel -lactimico
de antimicrobianos B-lactamicos. J4 a limitacdo do influxo de antimicrobianos se déa pela
regulagdo da permeabilidade celular ou por meio de barreiras de parede celular. Dessa forma,
ha uma diminui¢do das concentragdes intracelulares do antimicrobiano e isso pode se dar por
meio da redu¢do ou mutagdo de porinas que seriam responsaveis por permitir a entrada desses
antimicrobianos na célula bacteriana (Gauba et al., 2023; Huemer ef al., 2020).

A alteracdo do alvo ocorre através de modificacdes estruturais que impedem a ligacao
do antimicrobiano e assim ndo permitem a sua ac¢do. J4 as bombas de efluxo sdo proteinas
localizadas na membrana intracelular das bactérias, sendo elas responsaveis por eliminar as
substancias nocivas da parede celular, diminuindo a concentracao dos antimicrobianos dentro

da célula (Gauba et al., 2023; Xiao et al., 2023; Xuan et al., 2023).

3.2. Polimixinas e a resisténcia

Devido ao aumento alarmante da resisténcia aos carbapenémicos, a falta de terapias
especificas para tratar infeccdes multirresistentes € ao desenvolvimento de novos
antimicrobianos, as polimixinas, que antes haviam sido abandonadas em meados de 1970
devido aos seus efeitos nefrotoxicos, neurotoxicos e ototoxicos, foram entdo reintroduzidas na
pratica clinica em 1990. Elas ressurgiram como tratamento de ultimo recurso agindo contra
bactérias gram-negativas multirresistentes. No entanto, vale ressaltar que essa reintroducgao se
deu ndo devido a uma melhora em seu perfil de seguranga, mas sim devido ao surgimento de

bactérias multirresistentes (El-Sayed ef al., 2020; Silva et al., 2022).
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As polimixinas sdo pertencentes a classe de antimicrobianos polipeptideos ciclicos ndo
ribossomicos; dentro desse grupo ha cinco tipos: Polimixinas A, B, C, D e E. No entanto,
apenas as polimixinas B e E (colistina) estdo disponiveis para uso no mercado (El-Sayed et al.,
2020).

A colistina ¢ classificada como um decapeptideo e normalmente ¢ administrada como
sulfato de colistina (pro-farmaco oral) ou como metanossulfonato de colistina em casos de
administracao via intravenosa (Poirel ef al., 2017, Silva et al., 2022). A colistina foi utilizada
pela primeira vez em 1950 administrada por via intravenosa. Mas foi somente em 1959 que a
Food and Drug Administration (FDA) aprovou seu uso especifico como agente antimicrobiano
contra bactérias gram-negativas. Posteriormente a isso, as polimixinas foram desenvolvidas em
outras formulagdes e hoje se encontram também em formulagdes tdpicas para infecgdes
oculares e auriculares e podem ser encontradas para descontaminacao intestinal seletiva (El-
Sayed et al., 2020).

A polimixina B e a colistina diferem na sua estrutura apenas por um aminoacido no anel
peptidico, onde na polimixina B h4a uma fenilalanina e na colistina, uma leucina. A polimixina
B ¢ um antimicrobiano polipeptidico ciclico derivado do Bacillus polymyxa, sendo
administrada como um antimicrobiano ativo, ao contrario da colistina, que ¢ administrada
como um pro-farmaco inativo. Dessa forma, ¢ capaz de atingir concentragdes plasmaticas de
forma mais rapida. Pesquisas sugerem que a nefrotoxicidade causada pela polimixina B pode
estar associada ao seu acimulo em cé€lulas tubulares renais, enquanto sua eliminacdo pode
ocorrer por meio da excrecdo biliar. Estudos também afirmam que o uso da polimixina B, no
lugar da colistina, se tornou mais vantajoso, devido as suas caracteristicas farmacocinéticas
(Aysert-Yildiz et al., 2024, Li et al., 2023, Poirel et al., 2017).

A colistina e a polimixina B sdo usadas na medicina veterinaria ha varias décadas, para
fins profilaticos e terapéuticos, também usadas como aditivo alimentar para gado (El-Sayed et
al., 2020; Silva et al., 2022). Além disso, o uso indiscriminado na medicina clinica levou a
niveis elevados de resisténcia em bactérias gram-negativas, principalmente em espécies como
A. baumannii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli € Pseudomonas aeruginosa (Silva et
al., 2022).

As polimixinas apresentam um estreito espectro de acao contra bactérias. Elas atuam
contra bactérias gram-negativas, principalmente da ordem Enterobacterales, sendo elas E. coli,
Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp. e Shigella spp. Além

disso, atuam também contra bactérias gram-negativas ndo fermentadoras como A. baumannii,
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P. aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia. Nao sdo ativas contra cocos gram-negativos,
bactérias gram-positivas e bactérias anaerobias (Poirel et al., 2017).

Com relagdo a sua estrutura, as polimixinas sdo polipeptideos catidonicos formados por
um heptapeptideo ciclico com uma cadeia lateral tripeptidica acilada na extremidade N-
terminal por uma cauda de 4cidos graxos. A toxicidade das polimixinas esta relacionada com
a hidrofobicidade da parte acil-graxo N-terminal, também tendo atividade antimicrobiana

(Poirel et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica da colistina e polimixina B e suas diferengas.

Fonte: Poirel et al., 2017.

As polimixinas possuem como alvo a membrana externa das bactérias gram-negativas
(El-Sayed et al., 2020; Poirel et al., 2017; Silva et al., 2022). Essa membrana externa tem por
funcdo servir como uma barreira de permeabilidade contra agentes nocivos, dentre eles os
antimicrobianos. Esse papel protetor se da por meio da presenca de LPS na superficie da célula,
impedindo assim a penetracdo de antimicrobianos (El-Sayed et al., 2020). LPS ¢ composto por
trés dominios, sendo eles: o polissacarideo central, a cadeia do antigeno O e um lipidio A. Este
ultimo atua como uma ancora hidrofobica na membrana, desempenhando um papel na
manuten¢do da estabilidade e integridade da membrana (El-Sayed et al., 2020; Silva et al.,

2022).
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Dessa forma, o mecanismo de agdo das polimixinas se baseia na sua ligagao seletiva ao
LPS presente na membrana bacteriana. Isso se da por meio da ligacdo eletrostatica entre o
residuo de acido a, y-diaminobutirico da polimixina, carregado positivamente, € o grupo
fosfato do lipidio A, carregado negativamente. Com isso, os cations divalentes, calcio e
magnésio, que desempenham o papel de formar pontes cruzadas entre as moléculas do lipidio
A, sdo assim deslocados e o LPS ¢ entdo desestabilizado. A partir disso, a permeabilidade da
membrana ¢ aumentada, ocasionando a sua ruptura, o conteudo citoplasmatico ¢ extravasado e
ocorre a morte celular (El-Sayed et al., 2020; Poirel ef al., 2017; Silva et al., 2022). No entanto,
vale ressaltar que, embora o alvo seja o LPS, o mecanismo de ac¢do das polimixinas ainda ndao

estd totalmente esclarecido (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de a¢@o das polimixinas: classico de lise da membrana (lado esquerdo) e alternativo de
contato vesicula-vesicula (lado direito). LPS: lipopolissacarideo

Fonte: SILVA et al., 2022.

A resisténcia as polimixinas geralmente se baseia na modificacdo do lipidio A do LPS
pela bactéria. Essa modificacdo se d4 por meio da adi¢cdo de grupos cationicos de pEtN ou L-
Ara4N, que sdo carregados positivamente. Dessa forma, ha uma redugdo da carga negativa da
membrana externa, ocasionando uma redugdo da interacao eletrostatica dos grupos fosfato do
lipidio A com as moléculas de polimixinas (Larrouy-Maumus et al., 2023; Moffatt et al., 2019;
Nang et al., 2019; Silva et al., 2022) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de resisténcia bacteriana as polimixinas: Lado esquerdo - bactéria sensivel as polimixinas;
Lado direito - bactéria resistente as polimixinas, através da modificagdo do LPS.

Fonte: elaborado pelo autor.

Essa modificagdo normalmente ocorre por meio de alteracdes nos sistemas de dois
componentes PmrAB e PhoPQ e mutacdes no regulador negativo de PhoPQ e MgrB, ambos
codificados por cromossomos. O mecanismo de resisténcia mais comum encontrado em K.
pneumoniae € por meio da inativagdo de mgrB, um regulador negativo do sistema PhoPQ,
levando assim a superexpressao de PhoPQ, resultando na resisténcia (Larrouy-Maumus et al.,
2023; Nang et al., 2019; Silva et al., 2022).

Além disso, também ja foram identificados genes de resisténcia mediados por
plasmideos, sendo o primeiro gene conhecido denominado mcr descoberto por Liu e
colaboradores em 2016. Apds essa descoberta, foram rapidamente identificados outros genes
moveis de resisténcia as polimixinas. O gene mcr atua codificando uma enzima da familia das
fosfoetanolamina transferases, responsavel pela sintese e conjugagdo do pEtN ao lipidio A.
Essa modificacdo do lipidio A ndo ¢ um mecanismo novo, no entanto a transferéncia do gene
por meio de plasmideo ¢ o motivo de grande preocupacdo, visto que ha potencial de bactérias
gram-negativas multirresistentes adquirirem os plasmideos portadores do gene mcr (Larrouy-

Maumus et al., 2023; Liu et al., 2016; Nang et al., 2019; Silva et al., 2022).
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Acredita-se que a disseminagao do gene mcr ocorreu primeiramente de animais para
humanos, pois a primeira descri¢ao do gene mcr-1 foi descoberta na China em alimentos de
origem animal. Posteriormente, o gene foi identificado na América Latina em espécies de E.
coli em um paciente hospitalizado. At¢é o momento, dez variantes do gene mcr ja foram

identificadas (Ling et al., 2020; Nang et al., 2019; Silva et al., 2022; Wang et al., 2020).

3.3. Metodologias para deteccao da resisténcia as polimixinas

O aumento do comprometimento das polimixinas acarretou o desenvolvimento de
metodologias para avaliar o perfil de sensibilidade das bactérias. A metodologia de
microdilui¢do em caldo ¢ considerada como referéncia para avaliagdo da sensibilidade as
polimixinas, sendo recomendada pelo CLSI e EUCAST. A metodologia se baseia na diluicao
seriada das polimixinas na presenca do indculo bacteriano. No entanto, ¢ uma metodologia
demorada, com um custo elevado e que exige preparo manual (Poirel et al., 2017).

Metodologias de difusdo em disco e em gradiente ndo sdo recomendadas pelo CLSI e
EUCAST para determinacao da sensibilidade as polimixinas, devido as suas taxas de erro
inaceitavelmente altas em virtude da baixa difusdo das polimixinas no agar. Metodologias
automatizadas também nao sdo recomendadas devido a resultados falsos-positivos e falsos-
negativos. Dessa forma, laboratdrios clinicos ficam sem opg¢des para detec¢do de resisténcia as
polimixinas. Com isso, metodologias alternativas vém sendo estudadas e desenvolvidas, como
forma de complementacdo ao teste de referéncia, podendo futuramente ser utilizadas como
unico teste (Pillonetto et al., 2022; Simner et al., 2019).

Agar Spot ¢ uma metodologia alternativa endossada pelo CLSI, baseada na diluigao da
polimixina em agar e posteriormente na realizacdo de estrias com o indculo bacteriano de
interesse. Pasteran e colaboradores (2020) testaram a eficacia dessa metodologia utilizando
duas concentracdes de colistina: 2ug/mL e 3ug/mL. Diante dos resultados positivos
encontrados, os autores afirmaram que essa metodologia ¢ adequada para triagem sistematica
de resisténcia a colistina em bacilos gram-negativos, apresentando um desempenho semelhante
a metodologia de referéncia. Afirmaram ser de facil execucao e por isso podem ser utilizados
na rotina laboratorial, em adig@o aos testes utilizados no dia a dia (Pasteran et al., 2020).

Ainda sobre o Agar Spot, ja foram realizados estudos utilizando a polimixina B em
substituicdo a colistina e foram relatados altos valores de especificidade e sensibilidade. Dessa
forma, estudos baseando-se em diluicdo em agar apresentaram um bom desempenho, sendo

comprovada sua eficcia para a utilizagdo em laboratorios clinicos (Raro ef al., 2021).
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Outra metodologia alternativa avaliada para ser aplicada na pratica clinica ¢ o Drop
Test. Inicialmente, ela foi desenvolvida para testar defensinas contra isolados de Brucella. Em
2017 ela foi adaptada por Jouy e colaboradores, em que foram testados isolados de E. coli
frente a uma concentragcdo de 8mg/L de colistina. Posteriormente, a metodologia foi alterada
para que assim fosse possivel realizar o teste para outras espécies bacterianas (Jouy et al., 2017;
Pasteran et al., 2020).

Drop Test se baseia na deposi¢ao de gotas de diferentes concentragdes de polimixinas
em uma placa de 4gar MH previamente inoculada com o isolado bacteriano de interesse. E uma
metodologia considerada simples, tendo em vista que ndo € necessaria a utilizacdo de
equipamentos adicionais e ¢ possivel realizar o teste de diferentes isolados em um curto periodo
(Jouy et al., 2017; Llorente et al., 2022; Pasteran et al., 2020; Perez et al., 2020). Além disso,
tanto a metodologia do Agar Spot quanto a do Drop Test podem ser utilizadas para pesquisa de
resisténcia a polimixina B em espécies de Acinetobacter spp., podendo assim ser consideradas
também como uma metodologia de triagem (Pasteran et al., 2020).

A microeluicdo das polimixinas ¢ outra metodologia desenvolvida com o intuito de
servir como um teste tdo preciso quanto a microdilui¢do em caldo, no entanto, sendo mais
adequada para o uso rotineiro nos laboratérios, devido a sua praticidade, baixa complexidade,
com materiais facilmente disponiveis e de baixo custo (Humphries et al.,, 2019). O estudo
desenvolvido por Simner e colaboradores foi o primeiro a pesquisar sobre a metodologia de
microelui¢do como uma alternativa pratica para a rotina laboratorial, para identificacdo de
sensibilidade a colistina em bacilos gram-negativos. O estudo afirma que essa metodologia ¢
realizada com materiais de facil disponibilidade, acessiveis e de baixo custo. A microelui¢ao
supera diversas barreiras existentes nas metodologias disponiveis para determinar a
sensibilidade antimicrobiana a colistina, pois além de ser uma alternativa pratica e de baixo
custo, ¢ precisa e fornece resultados corretos. Podendo assim servir como uma metodologia
complementar & microdiluicdo em caldo (Simner et al., 2019).

Recentemente, um estudo utilizou a metodologia da microelui¢ao para pesquisa de
resisténcia a colistina em amostras de Enterobacterales e P. aeruginosa. O teste resultou em
otimos resultados e apresentou um excelente desempenho, comparado a microdilui¢do em
caldo. Além disso, o teste mostrou ter um 6timo custo-efetividade, ser facil de reproduzir e ter
dados precisos, tornando-se uma alternativa viavel (Chandankhede et al., 2025).

Além dessas metodologias mencionadas, hd também opg¢des fenotipicas sendo
desenvolvidas. Uma delas ¢ a chamada Blue-Poli, que se baseia na modificacdo da metodologia

de eluicdo do disco de polimixina, juntamente com uma metodologia colorimétrica. O Blue-
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Poli utilizou o agente colorimétrico azul de bromotimol se baseando no que foi sugerido na
metodologia Blue-Carba, desenvolvida em 2013 por Pires e colaboradores. Esse teste consiste
na visualizagdo de mudanga de coloragdo de ciano escuro para amarelo, em casos de
crescimento bacteriano. Essa metodologia desenvolvida por Pillonetto e colaboradores ¢ de
simples execuc¢ao, de baixo custo, de facil visualizacdo e com um tempo de leitura rapida (até
4h), podendo ser aplicada na rotina laboratorial como teste de triagem para determinar a
sensibilidade de Enterobacterales as polimixinas. Vale ressaltar que esta metodologia ndo foi
validada para espécies de A. baumannii € P. aeruginosa, ndo sendo entdo um teste
recomendado para estas espécies (Pillonetto et al., 2022; Pires et al., 2013).

Outra metodologia alternativa fenotipica é o Teste Rapido NP, desenvolvido por
Nordmann e colaboradores (2016). Esse teste ¢ capaz de detectar o crescimento bacteriano na
presencga de uma concentragdo de polimixina. Essa detec¢cdo do crescimento bacteriano ocorre
por meio do metabolismo de carboidratos pelos isolados e isso pode ser identificado com uma
mudanca de coloragdo, através de um indicador de pH. Diferentemente do Blue-Poli, o
indicador utilizado é o vermelho de fenol. Dessa forma, a mudanga de coloragdo, em casos de
crescimento bacteriano, vai de laranja/vermelho para amarelo, em um periodo de até 4h. O teste
¢ considerado fécil de realizar, com alta sensibilidade e especificidade, de baixo custo e facil
de manusear, independentemente do mecanismo molecular de resisténcia as polimixinas que o
isolado possa vir a ter. Em comparagdo a microdiluicdo em caldo, o teste rapido NP pode
apresentar resultados 16h mais cedo do que o teste de referéncia. Com isso, essa metodologia
pode ser util para a triagem inicial da resisténcia as polimixinas (Nordmann et al., 2016).

Alguns anos depois da cria¢do do teste rapido NP, foi desenvolvida uma modificagao
para que essa metodologia pudesse abranger isolados de A. baumannii. Esse teste modificado
se baseia na utilizagdo de resazurina como indicador de pH para deteccdo de resisténcia a
colistina em um periodo de até¢ 4h. Nesse caso, os isolados que sdo resistentes a colistina,
reduzem a resazurina azul em um produto com coloragdo rosa. Dessa forma, essa modifica¢ao
funciona como um complemento ao Teste Rapido NP, exclusivamente para isolados de A.

baumannii (Bouvier et al., 2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolados bacterianos

Os isolados bacterianos utilizados para o desenvolvimento deste estudo foram cedidos
pelo Laboratorio de Pesquisa em Resisténcia Bacteriana de Porto Alegre/RS e pelo Laboratorio
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia/DF. As
espécies bacterianas incluiram bacilos gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores de
glicose, oriundos de colegdes de amostras provenientes de estudos de vigilancia.

Foram testados 100 isolados bacterianos, dentre eles 51 K. pneumoniae, 1 Citrobacter
freundii, 42 E. coli, 1 Klebsiella oxytoca, 2 A. baumannii, 2 P. aeruginosa e 1 S. marcescens.
Dentre os 100 isolados bacterianos, 50 isolados eram considerados sensiveis e 50 isolados eram
considerados resistentes a polimixina B, de acordo com a metodologia de referéncia
(microdiluicdo em caldo). Além disso, 5 espécies apresentavam o gene mcr (4 E. colie 1 K.

pneumoniae).

4.2 Microdilui¢ao em caldo

A microdiluigdo em caldo foi utilizada como metodologia de referéncia. Essa
metodologia ¢ realizada através da dilui¢do seriada da polimixina B (0,125pg/mL até
128ug/mL) em uma placa de 96 pocos, juntamente com um indculo bacteriano (5 x 10°
UFC/mL em cada po¢o).

Foram adicionados 50uL. de MHCA em toda a placa, exceto na primeira linha (1). Em
seguida, foram adicionados 100uL da solugdo de polimixina de 256pg/mL na primeira linha
(1) da placa. A diluicao seriada foi realizada (50uL) das linhas 1 a 10.

O in6culo bacteriano foi padronizado na escala 0,5 de McFarland e logo em seguida foi
realizada uma diluicdo 1:100 (1980uL de CAMH e 20uL da suspensdo bacteriana ja
padronizada). Apo6s a dilui¢do, foram pipetados S0uL do indculo bacteriano nas linhas de 1 a
11 da placa. Dessa forma, a linha 11 foi destinada ao controle positivo, que s6 contém CAMH
e o inoculo bacteriano, e a linha 12 foi destinada ao controle negativo, pois s6 contém CAMH.
A placa foi incubada por um periodo de 1842 horas a uma temperatura de 35+1°C.

Os resultados foram interpretados de acordo com os critérios de ponto de corte do
BrCAST, onde CIM <2ug/mL sdo considerados sensiveis ¢ CIM >2ug/mL sdo considerados
resistentes a polimixina B (BrCAST, 2025). A metodologia esta sintetizada na figura abaixo

(Figura 4).
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Figura 4. Preparag@o e fluxo de trabalho da microdilui¢do em caldo.

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 Microdiluicao com eluiciao do disco de polimixina B

Em nosso estudo substituimos o p6 de polimixina B pela elui¢do do disco de polimixina
B. Para a obtencdo de uma concentracao inicial de 32pg/mL, foram acrescentados 8 discos (1
disco = 30pug) de polimixina B em 7,5mL de MHCA. Dessa forma, a dilui¢do seriada foi
realizada de uma concentragdo de 16pg/mL (pogo 1) até 0,015ug/mL (poco 10). A metodologia
segue a mesma que a microdiluicdo em caldo. Foram adicionados 50uL de caldo MHCA em
toda a placa, exceto na primeira linha (1). Em seguida, foram adicionados 100uL da solugao
de polimixina com os discos de polimixina B eluidos na primeira linha (1) da placa. Apos essa
etapa, foi realizada a diluicdo seriada de S0uL das linhas 1 a 10.

O ino6culo bacteriano foi padronizado na escala 0,5 de McFarland e logo em seguida foi
realizada a dilui¢ao 1:100 (1980uL de CAMH e 20uL da suspensao bacteriana ja padronizada).
Ap0s isso, foram pipetados S0uL do indculo bacteriano nas linhas de 1 a 11 da placa. Dessa
forma, a linha 11 foi destinada ao controle positivo, que s6 continha CAMH e o ino6culo, € a
linha 12 foi destinada ao controle negativo, pois s6 continha CAMH. A placa foi entdo colocada
na estufa por um periodo de 18+2 horas a uma temperatura de 35+1°C. Os resultados foram

interpretados de acordo com os critérios de ponto de corte do BrCAST, onde CIM <2ug/mL
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sdo considerados sensiveis ¢ CIM >2ug/mL s3o considerados resistentes a polimixina B

(BrCAST, 2025). A metodologia esta sintetizada na figura abaixo (Figura 5).
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bacteriano

Figura 5: Preparac@o e fluxo de trabalho da microdilui¢do com elui¢do do disco de polimixina B.

Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Agar Spot

Agar Spot foi baseado no estudo desenvolvido por Pasteran e colaboradores (2020) com
algumas modificacdes. No estudo de Pasteran foram utilizadas placas com apenas duas
concentracoes (2ug/mL e 3ug/mL) (Pasteran et al., 2020). Em nosso estudo foram utilizadas
trés concentragdes (2ug/mL, 4pug/mL e 8ug/mL), além da utilizagdo da polimixina B, ao invés

de colistina. A metodologia esta sintetizada na figura abaixo (Figura 6).
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Figura 6. Preparagdo e fluxo de trabalho da metodologia Agar Spot.

Fonte: elaborado pelo autor.

Em um volume de 6 mL de CAMH foram adicionados 12 discos de polimixina B (1
disco = 300Ul = 30ug), que foram eluidos durante 60 minutos, resultando em uma solugao-
mae de 60pg/ml. Apos a eluicdo foram realizadas as placas de 4gar MH contendo 2ug/mL de
polimixina B (667uL solugdo-mae + 20mL agar MH), 4ug/mL (1333uL solu¢do-mae + 20mL
agar MH) e 8pg/ml (2667uL solugdo-mae + 20mL dgar MH).

Os isolados bacterianos de interesse foram ajustadas para escala padrao de 0,5
McFarland e foram inoculadas nas placas com polimixina B através de estrias de
aproximadamente 20mm. Em uma tnica placa de Petri de 90mm foi possivel testar 8 isolados
bacterianos diferentes. As placas ja inoculadas foram deixadas em repouso em temperatura
ambiente durante 15 minutos e incubadas a 35°C por um periodo entre 16 -18 horas.

Apos transcorrido o tempo de incubagdo, foi observado o crescimento (no minimo 1
colonia) nas diferentes concentracdes da polimixina B. A CIM foi definida como a menor
concentragao que inibiu o crescimento bacteriano e o ponto de corte foi baseado no estabelecido
pelo BrCAST, onde CIM >2ug/mL ¢ considerada resistente a polimixina B e CIM <2ug/mL ¢é
considerada sensivel a polimixina B (BrCAST, 2025).
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4.5 Drop Test

Drop Test foi baseado no artigo publicado por Shinohara e colaboradores (2022) com
algumas modificacdes. No estudo de Shinohara foram testadas duas concentragdes (12pg/mL
e 16pg/mL) (Shinohara et al., 2022). Em nosso estudo testamos quatro concentragdes, além da

substituicdo da colistina pela polimixina B. A metodologia esta sintetizada na figura abaixo

(Figura 6).

/—-\_ 4\
ﬂ 2 pg/mL 4 pg/mL SpgmL 16 pg/mL
u i 2
[ P
1 disco de
Polimixina B
em cada tubo
1SmL de 7.5mL de 3,75mL 1.875mL
CAMH CAMH de de
CAMH CAMH

Indculo Realizar o espalhamento Pipetar 10pL (gota) de
bacteriano do indculo bacteriano com cada concentra¢iio na
0,5 McFarland swab estéril placa de Agar MH

Incubar por 16-20 horas a
uma temperatura de 35°C

Figura 7. Preparagéo e fluxo de trabalho da metodologia Drop Test.

Fonte: elaborado pelo autor.

Foram preparadas solucdes de polimixina B em 4 concentragdes diferentes, sendo elas:
2pg/mL, 4pug/mL, 8ug/mL e 16pg/mL. Essas solugdes foram preparadas a partir de discos de
polimixina B (1 disco =300UI = 30pg) em volumes de CAMH em tubos estéreis de vidro para
evitar a adsor¢do da polimixina B. Para a concentra¢do de 2ug/mL foi utilizado 1 disco de
polimixina B (30png) adicionado a um volume de 15mL de CAMH; para 4ug/mL foi utilizado
1 disco de polimixina B em 7,5mL de CAMH; para 8ug/mL foi utilizado 1 disco de polimixina
B em 3,75mL de CAMH e para 16ug/mL foi utilizado 1 disco de polimixina B em 1,875mL
de CAMH.

Os 4 tubos foram deixados em repouso por 1 hora em temperatura ambiente para

completa elui¢ao do antimicrobiano. Os in6culos dos isolados testados foram padronizados
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para 0,5 da escala de McFarland e repicados por espalhamento com swab estéril em uma placa
de agar MH. Posteriormente, foram depositados 10uL (1 gota) de cada concentracdo da
polimixina B (2ug/mL, 4ug/mL, 8ug/mL e 16pg/mL) na placa de 4gar inoculado e deixados
por 15 minutos em repouso, em temperatura ambiente, para permitir a total absor¢do da gota.
As placas foram entdo incubadas a 35°C por 16 -18 horas. As gotas foram feitas a uma distancia
minima de 2cm uma da outra, para que nao houvesse contaminacao ou interferéncia entre as
concentracoes.

Apos transcorrido o periodo de incubagdo, foram observadas as zonas de inibigdo
(halos) nas gotas das diferentes concentracdes da polimixina B. A CIM foi definida como a
menor concentracdo que inibiu o crescimento bacteriano e o ponto de corte foi baseado no
estabelecido pelo BrCAST, onde CIM >2pug/mL ¢ considerada resistente a polimixina B ¢ CIM
<2ug/mL ¢é considerada sensivel a polimixina B (BrCAST, 2025).

4.6 Microeluicio da polimixina B

O teste de Microelui¢do foi baseado no estudo desenvolvido por Simmer e
colaboradores (2019) com modificacdes. No estudo de Simmer foram utilizadas trés
concentracgdes (1, 2 e 4ug/mL) (Simner et al, 2019). Em nosso estudo testamos apenas uma
concentragdo de 2ug/mL, além da substitui¢do da colistina por polimixina B. A metodologia

esta exemplificada na figura abaixo (Figura 8).

30



h\\ 2 pg/ml.

A\
D ’:.) ImL ImL ImL
- WA
| D mlim
=% ‘
1 disco de

Polimixina B

Fracionar ImL para
cada tubo

|

J— 5 — E=

Inbeulo Pipetar SpL da Incubar por 16 - 20 horas

15ml. de CAMH

bacteriano suspensiio a uma temperatura de
0.5 McFarland bacteriana 35°C

Figura 8. Preparagdo e fluxo de trabalho da microelui¢@o da polimixina B.

Fonte: elaborado pelo autor

Em um tubo contendo 15mL de CAMH foi adicionado 1 disco de polimixina B para
obter uma concentracdo de 2ug/mL. Apds a adi¢do do disco, o antimicrobiano foi eluido por 1
hora e em seguida, visando a otimizagdo do teste, esse volume foi fracionado em um volume
de 1mL para tubos de ensaio. Enquanto isso, foi realizada a suspensdo bacteriana padronizada
na escala 0,5 McFarland e foram adicionados SpL ao tubo. Os tubos foram entdo incubados
por 16-18 horas a uma temperatura de 35°C.

Apds o periodo de incubagdo, os resultados foram interpretados de acordo com os
critérios de ponte de corte do BrCAST, onde CIM >2ug/mL ¢ considerada resistente a
polimixina B e CIM <2pg/mL ¢ considerada sensivel a polimixina B (BrCAST, 2025). Nesse
caso, como foi testada apenas uma concentragdo de 2pg/mL e os resultados foram interpretados
através da turbidez, caso o tubo de ensaio apresentasse turbidez, significava que a espécie
bacteriana testada ¢ resistente a polimixina B e apresenta uma CIM de >2ug/mL. Caso nao
apresentasse turbidez e estivesse totalmente limpido, a espécie analisada era considerada

sensivel a polimixina B (CIM <2ug/mL).
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4.7 Blue-Poli

A metodologia Blue-Poli foi realizada baseando-se no teste de Pillonetto e
colaboradores (2022) com algumas modificagdes. O teste realizado por Pillonetto utilizou
discos de colistina e em nosso estudo utilizamos discos de polimixina B (Pillonetto et al., 2022).

A metodologia estd exemplificada na figura abaixo (Figura 9).
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Figura 9. Preparagdo e fluxo de trabalho do Blue-Poli.

Fonte: elaborado pelo autor.

Inicialmente foi necessario realizar o preparo da solucao colorimétrica. Para isso, foram
utilizados 5,5 g do p6 de CAMH, 0,1 g de azul de bromotimol e 200 mL de agua destilada. O
pH da solugdo foi ajustado para 7 e entdo foi autoclavada. Posteriormente, 30 mL de uma
solucdo de glicose 25% foram adicionados. A solucdo colorimétrica foi fracionada em tubos
de ensaio com 15mL. A solucao pronta foi mantida na geladeira em 2 e 8 °C por 3 meses, sem
congelar.

No dia da realizagdo do experimento, dois tubos de ensaio com 15mL da solugdo
colorimétrica foram separados. Um tubo foi destinado ao preenchimento dos pogos de controle
positivo e ao outro tubo foi adicionado 1 disco de polimixina para eluir em um periodo de 60
minutos. Sabendo que cada disco de polimixina contém 300 UI, ou seja, 30ug, com a adigao

de um disco em 15 mL, foi possivel obter uma concentragao de 2pg/mL.
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200uL das solugdes foram adicionados em dois pogos: um pogo com a solugdo pura
destinada para controle positivo € um pogo com a solugdo contendo o disco eluido. Por fim,
foram adicionados 20uL da suspensdo bacteriana (padronizada na escala 0,5 de McFarland)
nos dois pocos e homogeneizados. Para cada placa foi possivel testar 16 bactérias.

As placas foram colocadas na estufa a uma temperatura de 35 = 2 °C por um periodo
de até 4h. Transcorrido o tempo, foi possivel observar a mudanga de coloracao para amarelo,
indicando o crescimento bacteriano. Dessa forma, a mudanca de coloragdo apenas no primeiro
pogo (controle positivo: solugdo + indculo bacteriano) indicava resultado negativo, ou seja, a
bactéria foi classificada como sensivel a polimixina B. Em caso de mudanga de coloragdo nos
dois pocos, o resultado foi interpretado como positivo, ou seja, a bactéria foi considerada como
resistente a polimixina B.

Os resultados foram interpretados de acordo com os critérios de ponte de corte do
BrCAST. Para os testes com azul de bromotimol, a mudang¢a de coloragdo no poco teste de
ciano escuro para amarelo foi considerada como crescimento bacteriano, apresentando uma
CIM >2ug/mL, sendo entdo resistente a polimixina B. Caso a coloragdo do pogo teste
permanecesse como ciano escuro, indicava que nao houve crescimento bacteriano e nesse caso

a bactéria foi considerada sensivel a polimixina B (BrCAST, 2025).

4.8 Red-Poli

A metodologia Red-Poli foi desenvolvida pelo nosso grupo baseando-se no teste rapido
NP (Nordmann et al., 2016) e no teste Blue-Poli (Pillonetto et al., 2022). Enquanto o teste
rapido NP utilizou o p6 de polimixina B, em nosso estudo substituimos o p6 do antimicrobiano
pelo disco de polimixina B, no entanto, seguimos da suspensdo bacteriana do teste rapido NP.
No estudo de Pillonetto foi utilizado o disco de colistina e o indicador azul de bromotimol e
em nosso estudo, substituimos o azul pelo indicador vermelho de fenol e utilizamos o disco de

polimixina B. A metodologia estd exemplificada na figura abaixo (Figura 10).
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Figura 10. Preparacio e fluxo de trabalho do Red-Poli.

Fonte: elaborado pelo autor.

Inicialmente, a solugdo foi preparada a partir de 5,5g do p6 de MHCA, 0,005% de
vermelho de fenol (0,0125g) e 200 mL de agua destilada. O pH da solugdo foi ajustado para
6,7 e entdo autoclavado. Posteriormente, foram adicionados 30mL de uma solugdo de glicose
25%. Essa solucdo foi fracionada em tubos de ensaio com 15mL e mantivemos na geladeira
em 2 e 8 °C por até 3 meses, sem congelar.

No dia da realizagdo do experimento, foram separados dois tubos de ensaio com os
15mL da solugdo. Um tubo foi destinado ao preenchimento dos pocos de controle positivo e o
outro tubo foi adicionado 1 disco de polimixina B para eluir em um periodo de 60 minutos.
Sabendo que cada disco de polimixina contém 300 UI, ou seja, 30ug, com a adi¢cao de um disco
em 15mL foi possivel obter uma concentragdo de 2ug/mL. Apos o periodo de elui¢ao do disco
foram adicionados 200uL das solugdes em dois pogos da placa: um pogo com a solugdo pura
destinada para controle positivo € um poco com a solugdo contendo o disco eluido.

A suspensio bacteriana foi padronizada a uma escala 3 de McFarland (9x10%UFC/mL)
e foram adicionados 20uL nos dois pogos (controle e teste). Para cada placa foi possivel testar

16 bactérias.
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As placas foram incubadas em temperatura de 35 = 2 °C por até 4h. A mudanga de
coloragdo de vermelho para amarelo indica crescimento bacteriano. Dessa forma, a mudanca
de coloragdo apenas no primeiro pogo (controle positivo: solugdo + indculo bacteriano) indicou
resultado negativo, ou seja, a bactéria foi classificada como sensivel a polimixina B. Em caso
de mudanca de coloragao nos dois pogos, o resultado foi interpretado como positivo, ou seja, a
bactéria foi considerada como resistente a polimixina B.

Os resultados também sdo interpretados de acordo com os critérios de ponte de corte do
BrCAST (BrCAST, 2025). Dessa forma, para casos de resisténcia a polimixina B, ¢ possivel
observar uma mudanca da coloracdo de vermelho para amarelo, apresentando uma CIM

>2ug/mL. Em casos de sensibilidade, a coloracdo permanece a mesma.

4.9 Analise dos resultados

A metodologia de microdilui¢do em caldo foi utilizada como referéncia para
comparac¢do com os resultados obtidos nas outras metodologias. As novas metodologias foram
analisadas quanto a sensibilidade, especificidade, concordancia categdrica (CA), concordancia
essencial (EA), Erro Maior (ME) e Erro Muito Maior (VME).

A sensibilidade das metodologias foi calculada conforme a formula:

S: VP/ VP +FN

onde VP (verdadeiro positivo) sdo os isolados classificados como resistentes pela
metodologia de referéncia e pela metodologia nova; e FN (falso negativo) sdo os isolados
classificados como resistentes pela metodologia de referéncia, porém apresentam resultados
sensiveis pela metodologia nova (ISO, 2021).

A especificidade das metodologias foi calculada conforme a férmula:

E: VN/ VN + FP

onde VN (verdadeiro negativo) sdo os isolados classificados como sensiveis pela
metodologia de referéncia e pela metodologia nova; e FP (falso positivo) sdo os isolados
classificados como sensiveis pela metodologia de referéncia, porém apresentam resultados
resistentes pela metodologia nova. Sensibilidade e especificidade sao consideradas aceitaveis
quando apresentarem valor >90% (ISO, 2021).

CA ¢ a porcentagem de isolados classificados com o mesmo resultado (resistente ou
sensivel) quando comparada a metodologia nova. Seu resultado ¢ considerado aceitavel quando
apresentar valor >90%. EA ¢ a porcentagem de isolados com CIM +/- 1 diluicdo entre a
metodologia de referéncia e a metodologia nova. Seu resultado ¢ considerado aceitavel quando

apresentar valor >90% (ISO, 2021).
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ME ¢ a porcentagem de isolados com resultados resistentes, de acordo com a
metodologia nova, mas que deveriam apresentar resultados sensiveis, de acordo com a
metodologia de referéncia. VME ¢ a porcentagem de isolados resistentes a polimixina B na
metodologia de referéncia e na metodologia nova o isolado foi caracterizado como sensivel.

ME e VME sao considerados aceitaveis quando apresentarem valores <3% (ISO, 2021).
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5. RESULTADOS

Na metodologia de microdilui¢do com eluicdo do disco de polimixina B os resultados
demonstraram uma boa concordancia com o teste de referéncia (microdilui¢do em caldo). 45
isolados foram categorizados como resistentes a polimixina B: 40 K. pneumoniae, 1 S.
marcescens, 1 P. aeruginosa, 1 A. baumannii e 2 E. coli. E 55 isolados demonstraram ser
sensiveis a polimixina B: 11 K. pneumoniae, 1 K. oxytoca, 1 C. freundii, 1 P. aeruginosa, 1 A.

baumannii e 40 E. coli (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagdo dos resultados da metodologia de referéncia (microdiluicdo em caldo)

com os resultados encontrados na microdilui¢do com elui¢ao do disco de polimixina B.

Microdiluicao em caldo

<2ug/mL 4pg/mL 8ug/mL  lépg/mL >16pg/mL

Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente

<2ug/mL Sensivel 50 2% 1* 2%
Microdilui¢ao com elui¢do 4pg/mL Resistente : 2 ! 2
do disco de polimixina B
8ug/mL Resistente 2 4 1 1
16pg/mL Resistente 1 4 4
>16ug/mL Resistente 1 5 14

Azul: Valor de CIM para microdilui¢do em caldo é exatamente o mesmo para microdilui¢do com elui¢do do
disco de polimixina B.

*Erro Muito Maior (VME).

A microdiluicdo com elui¢ao do disco de polimixina B apresentou sensibilidade de 90%
e uma especificidade de 100%. A CA foi de 95% e a EA de 92%. Nao foram encontrados ME.
No entanto, foram encontrados VME de 5%, sendo este valor fora dos resultados considerados
como aceitaveis. Foram considerados VME: 1 isolado de E. coli que apresentou CIM 2pg/mL
pela metodologia nova e 4pg/mL pelo teste de referéncia; 1 isolado de E. coli que apresentou
CIM 1pg/mL pela metodologia nova e 4ug/mL pelo teste de referéncia; 1 isolado de E. coli
que apresentou CIM 1pg/mL pela metodologia nova e CIM 8ug/mL pela metodologia de

referéncia; 1 isolado de E. coli que apresentou CIM 2ug/mL pela metodologia nova e CIM
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16pg/mLpela metodologia de referéncia e 1 isolado de K. pneumoniae que apresentou CIM
0,25ug/mL pela metodologia nova e CIM 16ug/mL pela metodologia de referéncia.

Para a metodologia de Agar Spot, 47 isolados foram categorizados como resistentes a
polimixina B: 39 K. pneumoniae, 1 S. marcescens, 1 P. aeruginosa, 1 A. baumannii e 5 E. coli.
53 isolados foram considerados sensiveis a polimixina B, sendo eles: 12 K. pneumoniae, 1 K.
oxytoca, 1 C. freundii, 1 P. aeruginosa, 1 A. baumannii e 37 E. coli. Os resultados encontrados
no Agar Spot, bem como a sua comparagao com a microdiluicao em caldo, estdo demonstrados

na Tabela 2.

Tabela 2. Comparagdo dos resultados da metodologia de referéncia com os resultados

encontrados no Agar Spot.

Microdiluicao em caldo

<2pg/mL 4pg/mL 8ug/mL >16pg/mL
Sensivel Resistente Resistente Resistente
<2ug/mL Sensivel 50 3*
Agar Spot 4ug/mL Resistente 2
8ug/mL Resistente 3 4 8
>16pg/mL Resistente 2 5 23

Azul: Valor de CIM para microdilui¢do em caldo é exatamente o mesmo para Agar Spot.

*Erro Muito Maior (VME).

A metodologia do Agar Spot apresentou sensibilidade de 94% e especificidade de
100%. A CA foi de 97% e a EA de 95%. Nao foram encontrados ME, no entanto, foram
encontrados 3% de VME, sendo este valor considerado admissivel, pois esta dentro do valor
aceitavel. Foram considerados VME: 2 isolados de K. pneumoniae que apresentaram CIM
>16ug/mL pela metodologia de referéncia, mas apresentaram CIM 2pg/mL pela metodologia
nova e um isolado de E. coli que apresentou CIM >16pug/mL pela metodologia de referéncia,
mas apresentou CIM 2ug/mL pela metodologia nova testada.

Para a metodologia de Drop Test, 48 isolados foram categorizados como resistentes a
polimixina B: 40 K. pneumoniae, 1 S. marcescens, 1 P. aeruginosa, 1 A. baumannii e 5 E. coli.
52 isolados foram considerados sensiveis a polimixina B, sendo eles: 11 K. pneumoniae, 1 K.

oxytoca, 1 C. freundii, 1 P. aeruginosa, 1 A. baumannii e 37 E. coli. Os resultados encontrados
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no Drop Test, bem como a sua comparagao com a microdilui¢do em caldo, estdo demonstrados

na Tabela 3.

Tabela 3. Comparagdo dos resultados da metodologia de referéncia com os resultados

encontrados no Drop Test.

Microdilui¢ido em caldo

<2ug/mL 4ug/mL 8pug/mL 16pg/mL >32pg/mL

Sensivel Resistente Resistente Resistente Resistente

<2ng/mL Sensivel - 2%
4pg/mL Resistente -
Drop Test
8pg/mL Resistente 1 -
16pg/mL Resistente 1 - 1
>32ug/mL Resistente 6 6 10 -

Azul: Valor de CIM para microdiluigdo em caldo é exatamente o mesmo para Drop Test.

*Erro Muito Maior (VME).

A metodologia do Drop Test apresentou sensibilidade de 96% e uma especificidade de
100%. A CA foi de 98% e a EA de 86%. Para essa metodologia ndo foram encontrados ME e
foram encontrados 2% de VME, sendo este valor considerado admissivel, pois estd dentro do
valor aceitavel. Foram considerados VME: 1 isolado de E. coli que apresentou CIM 16pg/mL
pela metodologia de referéncia e 2pug/mL pela metodologia nova e 1 isolado de K. pneumoniae
que apresentou CIM 16pug/mL pela microdiluicdo em caldo e apresentou CIM 2pug/mL pela
metodologia nova.

Para a metodologia de Microeluicao da polimixina B, 48 isolados foram categorizados
como resistentes a polimixina B: 39 K. pneumoniae, 1 S. marcescens, 1 P. aeruginosa, 1 A.
baumannii e 6 E. coli. 52 isolados foram considerados sensiveis a polimixina B, sendo eles: 12
K. pneumoniae, 1 K. oxytoca, 1 C. freundii, 1 P. aeruginosa, 1 A. baumannii e 36 E. coli. A
partir dos resultados encontrados, foi possivel obter sensibilidade de 96% e especificidade de
100%. Além disso, apresentou uma CA de 98%, que estd dentro do valor aceitavel de >90%.
A EA nio foi possivel calcular, tendo em vista que foi testada apenas uma concentragdo. Nao
foram encontrados ME e foram encontrados 2% de VME, valor considerado aceitavel, sendo

eles: 2 isolados de K. pneumoniae que apresentaram CIM 32ug/mL e 64ug/mL pela
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metodologia de referéncia, mas que apresentaram CIM de <2ug/mL pela metodologia nova
testada.

Para a metodologia de Blue-Poli, 48 isolados foram categorizados como resistentes a
polimixina B: 41 K. pneumoniae, 1 S. marcescens e 6 E. coli. 48 isolados foram considerados
sensiveis a polimixina B, sendo eles: 10 K. pneumoniae, 1 K. oxytoca, 1 C. freundii ¢ 36 E.
coli. Nessa metodologia ndo foram testados os 2 isolados de P. aeruginosa (um sensivel e outro
resistente a polimixina B) e os 2 isolados de A. baumannii (um sensivel e outro resistente a
polimixina B), pois na literatura esse teste ¢ desenvolvido apenas para espécies de
Enterobacterales, uma vez que essa metodologia ¢ baseada no metabolismo de glicose. Dessa
forma, o teste se aplica apenas a espécies fermentadoras de glicose. Com isso, foi possivel obter
sensibilidade, especificidade ¢ CA de 100%. Nao foi calculada a EA, tendo em vista que foi
testada apenas uma concentracao nessa metodologia. Nao foram encontrados ME ¢ VME.

Por fim, para a metodologia de Red-Poli, 48 isolados foram categorizados como
resistentes a polimixina B: 41 K. pneumoniae, 1 S. marcescens e 6 E. coli. 48 isolados foram
considerados sensiveis a polimixina B, sendo eles: 10 K. pneumoniae, 1 K. oxytoca, 1 C.
freundii e 36 E. coli. Assim como o Blue-Poli, essa metodologia ndo testou isolados de P.
aeruginosa e A. baumannii, uma vez que essa metodologia também ¢é baseada no metabolismo
de glicose. Com isso, foi possivel obter sensibilidade, especificidade e CA de 100%. Nao foi
calculada a EA, tendo em vista que foi testada apenas uma concentragcdo nessa metodologia.
Nao foram encontrados ME e VME.

Os resultados das metodologias alternativas para pesquisa da resisténcia a polimixina B

estdo resumidos na tabela a seguir (Tabela 4):

40



Tabela 4. Desempenho das metodologias alternativas para pesquisa da resisténcia a polimixina

B.
Sensibilidade Especificidade CA EA ME VME
Microdilui¢do com elui¢iio do 90% 100% 95% 92% 0 5%
disco de polimixina B
Agar Spot 94% 100% 97% 95% 0 3%
Drop Test 96% 100% 98% 86% 0 2%
Microelui¢do da polimixina B 96% 100% 98% Nao aplicavel 0 2%
Blue-Poli 100% 100% 100% Nao aplicavel 0 0
Red-Poli 100% 100% 100% Nao aplicavel 0 0

CA: Concordancia Categorica. Valor aceitavel > 90% (ISO, 2021). EA: Concordancia Essencial. Valor aceitavel
>90% (IS0, 2021). ME: Erro Maior. Valor aceitavel < 3% (ISO, 2021). VME: Erro Muito Maior. Valor aceitavel
<3% (ISO, 2021).

Rosa: Valor considerado fora do padrdo aceitavel.
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6. DISCUSSAO

A resisténcia antimicrobiana disseminou-se rapidamente em todo o mundo,
ocasionando uma escassez de novos antimicrobianos. Como opg¢do de tratamento, as
polimixinas foram entdo reintroduzidas na pratica clinica em 1990, como um dos tratamentos
de ultimo recurso no combate a bactérias multirresistentes (El-Sayed et al., 2020; Pillonetto et
al.,2022; Silva et al., 2022). No entanto, com o aumento do seu uso, houve um rapido aumento
da resisténcia bacteriana as polimixinas. Dessa forma, fez-se necessario o desenvolvimento de
metodologias alternativas para a detec¢do rapida e pratica da sensibilidade de isolados as
polimixinas, tendo em vista as dificuldades da execucdo e o alto custo da metodologia de
referéncia (Lee et al., 2022; O’Neill, 2016; Poirel et al., 2017; Serna et al., 2022; Silva et al.,
2022).

Dessa forma, o desempenho das metodologias Agar Spot, Drop Test, Microeluigao da
polimixina B e Blue-Poli foi avaliado, bem como o desenvolvimento da metodologia Red-Poli
e microdilui¢cdo com elui¢dao do disco de polimixina B.

Apesar da microdilui¢do em caldo ser a metodologia recomendada pelo CLSI e pelo
EUCAST para testes de sensibilidade antimicrobiana as polimixinas, ela apresenta muitas
desvantagens, dentre elas ser extremamente suscetivel a erros. Além disso, essa metodologia
pode ser muito falha para espécies de Enterobacter spp., P. aeruginosa e A. baumannii (Poirel
etal., 2017).

A microdilui¢do com elui¢ao do disco de polimixina B demonstrou resultados positivos,
apesar de serem observados VME ligeiramente acima do aceitavel. Apesar do valor levemente
aumentado de VME, a modificacdo na metodologia da microdilui¢do em caldo realizada neste
estudo apresentou ser sensivel e especifica, além de ter um custo mais baixo, quando
comparada a microdiluicdo em caldo que utiliza o p6 de polimixina. Essa metodologia ¢ de
extrema utilidade na triagem de isolados resistentes a polimixina B.

Ja para a metodologia de Agar Spot, Pasteran e colaboradores avaliaram a resisténcia
cromossomal e plasmidial a colistina em bacilos gram-negativos e obtiveram 100% de CA para
P. aeruginosa, 94,6% para Acinetobacter spp., € 97,9% a 98,5% para Enterobacterales
(Pasteran et al., 2020). Raro e colaboradores (2021) realizaram um estudo avaliando
Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos utilizando metodologias baseadas na dilui¢ao
em agar (MH contendo 0,25 a 4pug/mL de polimixina B) e 4gar de triagem (MH com 3pug/mL
de polimixina B). O estudo obteve sensibilidade de 86,2% e especificidade de 98,7% para o
teste de triagem e 86,2% e 97,5% para a diluicdo em agar. ME foi de 0,73% para triagem e
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1,5% para diluicdo em agar. VME foi de 5,8% para ambas as metodologias, sendo este um
valor fora do padrdo considerado aceitavel. Dessa forma, os autores concluiram que o
desempenho do estudo de um modo geral foi bom e seria uma boa alternativa para a
microdilui¢do em caldo, apesar da presenca de uma alta taxa de VME (Raro et al., 2021).
Nossos resultados foram bem mais promissores e todos os valores obtidos foram aceitaveis,
corroborando a ideia de que Agar Spot ¢ uma excelente metodologia para ser implementada
nos laboratorios clinicos.

O estudo de Pasteran e colaboradores (2020) também avaliou o desempenho da
metodologia do Drop Test, onde foram avaliados 271 isolados clinicos e foi observado 100%
de CA para Acinetobacter spp., 97,9% para Enterobacterales e 97,4% para P. aeruginosa
(Pasteran et al., 2020). Outro estudo que analisou o Drop Test foi o de Llorente e colaboradores
(2022), o qual obteve CA de 100% para Enterobacterales e 99,2% para P. aeruginosa. Nao
foram encontrados ME para as espécies de Enterobacterales e P. aeruginosa e apenas 1 VME
foi encontrado para P. aeruginosa (Llorente et al., 2022).

Perez e colaboradores (2021) também avaliaram o desempenho do Drop Test para
deteccao de resisténcia a polimixina B em 87 isolados de bacilos gram-negativos nao-
fermentadores e 628 isolados de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos. Os resultados
do estudo revelaram uma CA de 95,5% para Enterobacterales, mais especificamente para K.
pneumoniae € nenhum VME foi encontrado. Diante disso, Drop Test foi considerado um teste
facil e viavel, além de apresentar baixo custo (Perez et al., 2021).

Em nosso estudo os resultados do Drop test foram bem similares aos dos estudos
citados, comprovando o desempenho da metodologia. Embora os valores de VME estivessem
dentro dos valores aceitaveis, a metodologia apresentou uma EA de 86%, fora dos valores
aceitaveis. Apesar disso, ela continua sendo uma metodologia alternativa sensivel e com uma
excelente especificidade. Além disso, ¢ uma metodologia de facil manuseio, apresenta
resultados de facil visualizag@o e custo muito menor, se comparado a microdilui¢do em caldo.
Dessa forma, ¢ uma metodologia que pode ser levada em consideragdo, uma vez que pode ser
implementada como uma metodologia auxiliar a considerada como padrao de referéncia.

No que tange a metodologia de Microelui¢ao das polimixinas, Simner e colaboradores
avaliaram o desempenho dessa metodologia através da elui¢do do disco de colistina em 121
isolados retrospectivos e 45 isolados prospectivos de bacilos gram-negativos, além de 6
isolados de E. coli positivos para mcr-1. O estudo identificou uma CA de 98% e uma EA de
99%, no entanto, a taxa geral de VME foi de 8% devido a 3 isolados de E. coli produtores de
mcr-1 (Simner et al., 2019).
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O estudo realizado por Humphries e colaboradores também avaliou o desempenho da
metodologia desenvolvida por Simmer com algumas modificagdes. Em seu estudo foram
analisados 270 isolados de Enterobacterales, 122 isolados de P. aeruginosa e 106 isolados de
Acinetobacter spp., em que os autores encontraram EA de 94,4% e CA de 97,9% e foram
identificados 3,2% de VME ¢ 0,9% de ME. Quando avaliados individualmente, observou-se
98,6% de CA para Enterobacterales (2,5% VME, 0% ME), 99,3% de CA para P. aeruginosa
(0% VME, 0,7% ME) e 93,1% de CA para Acinetobacter spp. (5,6% VME, 3,3% ME)
(Humphries et al., 2019).

Os resultados obtidos em nosso estudo em relagdo a metodologia de Microelui¢ao da
polimixina B foram considerados melhores que os estudos citados anteriormente, devido ao
valor de CA de 98% e apenas 2% de VME, sendo uma porcentagem de erro muito menor em
comparagdo ao estudo de Simner e colaboradores. Além disso, em nosso estudo nido foram
relatadas dificuldades ou dilui¢des inferiores a metodologia de referéncia com relagdo a
isolados de E. coli portadores do gene mcr-1. Sendo assim, essa metodologia se mostrou eficaz,
precisa e com uma pequena faixa de erro.

Quando analisamos a metodologia Blue-Poli, apenas o estudo idealizador da
metodologia foi encontrado até o presente momento. Pillonetto e colaboradores analisaram 115
isolados bacterianos, dos quais 55 isolados eram considerados sensiveis a colistina e 60 eram
resistentes. O estudo obteve resultados com 100% de CA e nenhum ME ou VME foi
encontrado. Sendo assim, o estudo idealizador concluiu que a metodologia, que combina a
metodologia de elui¢do do disco com a metodologia colorimétrica, ¢ de rapida preparacdo, facil
manuseio, baixo custo e tempo rapido para leitura e apresenta 100% de especificidade,
sensibilidade e precisao para amostras de isolados de Enterobacterales (Pillonetto ef al., 2022).

Em nosso estudo, testamos 96 isolados e obtivemos valores de 100% para sensibilidade
e especificidade. Além disso, foi possivel chegar a um valor de CA de 100% e ndo foram
encontrados ME e VME. Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, € possivel concluir que
essa metodologia ¢ eficaz e precisa na pesquisa de resisténcia a polimixina B em
Enterobacterales, além de ser uma metodologia de baixo custo e facil de executar.

A metodologia do Red-Poli foi proposta em nosso estudo, baseada na metodologia do
Blue-Poli (Pillonetto ef al., 2022) e no teste rapido NP (Nordmann et al., 2016). Testamos 48
isolados considerados como sensiveis e 48 considerados como resistentes a polimixina B e os
resultados do nosso estudo apresentaram sensibilidade, especificidade e CA de 100%. Nao
foram encontrados valores de ME e VME. Dessa forma, a nova metodologia denominada Red-

Poli se mostrou muito eficaz e sensivel, além de ser pratica e de facil manuseio.
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Devido aos resultados positivos encontrados, pode-se afirmar que houve uma boa
eluicdo da polimixina B a partir do disco, tornando assim essas metodologias com um menor
custo, pois ndo ha a necessidade da aquisi¢ao do pd de polimixina B. Dessa forma, a utilizagao
dessas metodologias apresenta um excelente custo-beneficio. Além de ser mais facil sua
manipulagdo dentro dos laboratorios clinicos, uma vez que as metodologias se baseiam na
introducao do disco ao meio de cultura para sua total elui¢do, ndo sendo necessario realizar a
pesagem do po, bem como todo o seu processo de preparagdo da solucdo, que além de tornar a
microdilui¢do em caldo uma metodologia cara, também necessidade de um longo preparo,
sendo muitas vezes um problema para a rotina laboratorial (Pasteran et al., 2020; Raro et al.,
2021).

Futuros estudos com maior ntimero de isolados e espécies, principalmente bacilos gram-
negativos nao-fermentadores como P. aeruginosa € A. baumannii, se fazem necessarios. Além
disso, sdo necessarios mais estudos para o aprimoramento das técnicas Blue-Poli e Red-Poli,
para que essas metodologias possam abranger mais espécies bacterianas e assim ser possivel

realizar uma analise mais ampla e precisa.
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7. CONCLUSAO

Diante de um cendrio critico onde se observa um aumento da resisténcia antimicrobiana
e a falta de antimicrobianos eficazes, a reintrodu¢@o das polimixinas no mercado foi necessaria.
No entanto, com o aumento do uso das polimixinas no tratamento de infec¢des causadas por
microrganismos multirresistentes, fica evidenciada a importancia da pesquisa e utilizagdo de
metodologias réapidas, eficazes, precisas e de alta sensibilidade e especificidade na pratica
clinica para deteccao dos isolados bacterianos resistentes a polimixina B.

Diante dos resultados obtidos nesse estudo e da andlise comparativa com a metodologia
de referéncia, ¢ possivel afirmar que as metodologias de Microdiluicdo em caldo com
modificag¢des, Agar Spot, Drop Test, Microeluicao da polimixina B, Blue-Poli e Red-Poli
apresentaram resultados satisfatorios, em especial o Blue-Poli e Red-Poli, que apresentaram
altas taxas de sensibilidade, especificidade e CA.

Altas taxas de sensibilidade, especificidade, CA ¢ EA foram encontradas no estudo,
bem como baixos valores para VME e ME. Embora a Microdiluicdo em caldo com a elui¢ao
do disco de polimixina B tenha demonstrado alguns erros, apresentando um VME de 5%, as
demais metodologias apresentaram uma taxa de erro muito pequena, dentro do padrdo
considerado aceitavel.

Sendo assim, conclui-se que as metodologias utilizadas neste estudo sao fortes
candidatas a inclusdo na rotina dos laboratorios de microbiologia para a detec¢ao de isolados
bacterianos resistentes a polimixina B, contribuindo para uma terapia mais adequada e obtendo

melhores resultados.
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Abstract: Antimicrobial resistance is known to be one of the greatest global threats to human health,
and is one of the main causes of death worldwide. In this scenario, polymyxins are last-resort
antibiotics to treat infections caused by multidrug-resistant bacteria. Currently, the reference test to
evaluate the susceptibility of isolates to polymyxins is the broth microdilution method; however,
this technique has numerous complications and challenges for use in laboratory routines. Several
phenoty pic methods have been reported as being promising for implementation in routine diagnostics,
including the BMD commercial test, rapid polymyxin NP test, polymyxin elution test, culture
medium with polymyxins, and the Polymyxin Drop Test, which require materials for use in routines
and must be easy to perform. Furthermore, Sensititre®, molecular tests, MALDI-TOF MS, and
Raman spectroscopy present reliable results, but the equipment is not found in most microbiology
laboratories. In this context, this review discusses the main laboratory methodologies that allow the
detection of resistance to polymyxins, elucidating the challenges and perspectives.

Keywords: antimicrobial susceptibility; polymyxins; Gram-negative bacteria; polymyxin resistance

1. Introduction

The antimicrobial resistance has emerged as a major threat to human health in the 21st
century, and is one of the leading causes of death worldwide [1,2]. Along with the increase
in antibiotic resistance, polymyxins (colistin and polymyxin B) have been reintroduced
for clinical use as valuable therapeutic options, ihrough new formulations and dosage
regimens that have considerably reduced the toxicity previously attributed to this class of
antimicrobials [3,4].

In recent years, new antimicrobials have been approved for clinical use against
multidrug-resistant Gram-negative bacteria, but most do not have activity against all resis-
tance mechanisms and are not available in many parts of the world. Therefore, polymyxins
are considered one of the last therapeutic alternatives and are often used as first-line ther-
apy for treating infections caused by multidrug-resistant microorganisms, particularly the
Gram-negative bacilli resistant to carbapenems [5].

It was believed that the mechanisms of resistance to polymyxins were mediated
by chromosomal mutations, which led to the modification of lipid A (a component of
bacterial lipopolysaccharide) through cationic substitutions, to reduce the polymyxin outer
membrane interaction [6]. However, in 2015, Liu and collaborators described for the first
time the polymyxin resistance mediated by a gene called mobile colistin resistance (ncr-1)
with plasmid localization. This discovery changed the scenario of polymyxin resistance, due
to the possibility of horizontal transfer and the high dissemination of this gene, becoming a
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Abstract

COVID-19 can cause long-term symptoms, such as a post-infection syndrome, known as
Long-COVID. Among the symptoms present during this period, the most reported are
gastrointestinal symptoms. This study discusses the effects of changes in the gut microbiota
of post-COVID-19 patients. SARS-CoV-2 infection is associated with significant alterations
in gut microbial composition, disturbing its homeostasis and promoting a reduction in
the abundance of beneficial symbiotic bacteria and an increase in the abundance of op-
portunistic pathogens. Furthermore, the composition of the gut microbiota may play a
role in the prognosis of patients with post-COVID-19 infection. The microbiota of the
intestinal tract and the respiratory tract influence each other; therefore, the gut-lung axis
has attracted increasing interest in understanding COVID-19. Moreover, the brain-gut
axis has been studied, since there have been reports of anxiety and depression along with
post-COVID-19 gastrointestinal symptoms. Treatments options for intestinal dysbiosis in
Long-COVID patients include probiotics, prebiotics, and fecal microbiota transplantation.
These treatments may serve as an approach to improve gastrointestinal symptoms during
Long-COVID, increasing microbiome diversity, strengthening the integrity of intestinal
barrier functions, and consequently influencing the treatment of COVID-19.

Keywords: dysbiosis; long-COVID-19; gut microbiota; post-acute COVID-19 syndrome;
SARS-CoV-2; gut-lung axis; brain-gut axis

1. Introduction

On 30 January 2020, the World Health Organization (WHO) declared that the pandemic
of the new coronavirus SARS-CoV-2, which causes the disease COVID-19, was considered
a public health emergency of international importance [1]. Currently, COVID-19 has a
prevalence of more than 775 million confirmed cases, resulting in more than 7 million
deaths worldwide [2].

SARS-CoV-2 is a single-stranded RNA virus with a high rate of evolution and is highly
contagious. Several variants have already been identified, each with a higher infectivity
rate. Therefore, a series of vaccines has been developed to contain the virus [3].

The main symptoms of COVID-19 are fever, headache, dry cough, sore throat, short-
ness of breath, fatigue, and the loss of smell and taste [3-5]. Among the symptoms of
COVID-19 are also gastrointestinal problems, the most reported being diarrhea, vomiting,
the loss of appetite, abdominal pain, constipation, nausea, and dysphagia [3,5-9].
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