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RESUMO 

 

Um dos principais desafios atuais no âmbito de saúde pública é o manejo da resistência aos 

antimicrobianos. Recentemente, o aumento do uso de polimixinas (colistina e polimixinas B) 

na esfera hospitalar, e seu constante uso na agricultura, levou a uma maior ocorrência de cepas 

resistentes a este medicamento. Neste sentido, tornou-se cada vez mais necessária a busca por 

metodologias eficazes, acessíveis e alinhadas com as recomendações vigentes, para a detecção 

laboratorial de resistência às polimixinas. O objetivo deste estudo foi realizar uma avaliação 

dos principais métodos disponíveis atualmente quanto aos seus parâmetros de acurácia e avaliar 

as principais perspectivas em relação à implantação de tais técnicas na realidade laboratorial. 

Metodologia: foi efetuada uma revisão bibliográfica descritiva sobre o tema na base de dados 

on-line PubMed, com busca pelos termos: mcr, polymyxin, colistin, resistance, detection, 

methodology e assay, utilizando artigos publicados entre os anos de 2015 e 2020. Conclusões: 

atualmente ainda não há um método ideal que atenda a todos os requisitos necessários na rotina 

laboratorial. Nesse sentido, o conhecimento das vantagens e limitações de cada metodologia é 

essencial para a definição de quais testes podem ser realizados nos laboratórios de 

microbiologia clínica.  

 

Palavras-chave: polimixinas, resistência, detecção laboratorial, mcr. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

One of the main current challenges in public health is the management of antimicrobial 

resistance. Recently, the increasing use of polymyxins (colistin and polymyxins B) in hospitals, 

and their constant use in agriculture, have led to a greater occurrence of resistant strains. In this 

context, it has become increasingly needed to search for methodologies that are effective, 

accessible and line up with current recommendations for laboratory detection of resistance to 

polymyxins. The objective of this study was to evaluate the main available methods regarding 

their accuracy parameters and the main perspectives about implementation of such techniques 

in laboratory routine. Methodology: a descriptive bibliographic review was carried out using 

PubMed online database, searching for the terms: mcr, polymyxin, colistin, resistance, 

detection, methodology and assay, using articles published between 2015 and 2020. 

Conclusions: currently, there is no ideal method that meets all requirements in the laboratory 

routine. In fact, knowledge of the advantages and limitations of each methodology is essential 

for the definition of which tests can be performed in clinical microbiology laboratories. 

 

Keywords: polymyxins, resistance, laboratory detection, mcr. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência aos antimicrobianos é, atualmente, uma das mais graves ameaças a saúde 

humana (Hinchliffe et al., 2017; Liu et al., 2016). Diversas instituições de importância global, 

como a Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Centro de Controle e Prevenção de Doenças 

(CDC), dos Estados Unidos, reconhecem alguns microrganismos multirresistentes como 

prioritários, reiterando a necessidade de vigilância epidemiológica e incentivo à pesquisa de 

novos fármacos ativos contra essas bactérias (Liu et al., 2016). 

Essas preocupações foram estimuladas, sobretudo, a partir da emergência e 

disseminação de bactérias produtoras de enzimas carbapenemases, especialmente 

enterobactérias e bacilos gram-negativos não fermentadores da glicose, como Pseudomonas 

aeruginosa e Acinetobacter baumannii (Li et al., 2019). Com o aumento dos casos de 

resistência a betalactâmicos de amplo espectro, como os carbapenêmicos, as opções 

terapêuticas para tratamento de infecções por essas bactérias gram-negativas se tornaram 

consideravelmente escassas. Novas drogas vêm sendo desenvolvidas, como os β-lactâmicos em 

combinação com inibidores de β-lactamases, a exemplo de ceftazidima-avibactam, imipenem-

relebactam, meropenem-vaborbactam, e não β-lactâmicos como murepavadina, plazomicina, 

eravaciclina e finafloxacina (Jean et al., 2019). Entretanto, tais medicamentos não são 

acessíveis em todos os países, seja pelo seu alto custo ou pela falta de aprovação dos órgãos 

regulamentadores (Humphries et al., 2019). 

Sendo assim, houve a necessidade de utilização de antimicrobianos já conhecidos, 

porém de última linha, como as polimixinas (Caniaux et al., 2017; Gharaibeh & Shatnawi, 

2019; Liu et al., 2016). Entretanto, essa reinserção das polimixinas no arsenal terapêutico levou, 

consequentemente, a um aumento no uso destes medicamentos na prática clínica nos últimos 

anos (Caniaux et al., 2017; Lepelletier et al., 2018; Li et al., 2019). 

As polimixinas, até então, eram antimicrobianos utilizados de forma bastante limitada 

em decorrência da sua toxicidade, particularmente a nível renal (Caniaux et al., 2017; 

Lepelletier et al., 2018; Li et al., 2019). Esta classe de medicamentos é composta por peptídeos 

catiônicos e engloba 5 tipos de polimixinas (A - E); entretanto, apenas a polimixina B e a 

polimixina E (colistina) são utilizadas no tratamento de infecções clínicas, diferindo entre si 

apenas por um aminoácido na sua estrutura, mas mantendo sua atuação bastante equivalente 

(Gharaibeh & Shatnawi, 2019; Li et al., 2019; Liu et al., 2016). As polimixinas são compostos 

naturalmente produzidos por bactérias gram-positivas da espécie Paenibacillus polymyxa e seu 

espectro de ação engloba as bactérias gram-negativas, pois seu alvo é o lipopolissacarídeo 
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(LPS) da membrana externa destes microrganismos (Gharaibeh & Shatnawi, 2019; Li et al., 

2019). 

A membrana externa é uma estrutura presente exclusivamente nas bactérias gram-

negativas, cuja função principal é o transporte semipermeável de substâncias nutritivas para 

dentro da célula bacteriana e a eliminação de compostos tóxicos para o meio externo. O 

componente mais notável desta membrana é o LPS, uma estrutura composta por três regiões 

principais: o lipídio A, que funciona como uma endotoxina, o polissacarídeo O, que age como 

antígeno, e um oligossacarídeo central estrutural (Moffat et al., 2019). 

A interação das polimixinas com o LPS se dá através do lipídio A. Na maioria das 

bactérias este componente é carregado negativamente, devido à presença de fosfatos livres. 

Essa carga é naturalmente estabilizada pela ligação com cátions de carga positiva, como Ca2+ e 

Mg2+ (Moffat et al., 2019). Ao ligar-se ao LPS, as polimixinas geram um desequilíbrio no 

lipídio a partir do deslocamento dos íons de magnésio e cálcio, culminando na destruição da 

membrana externa bacteriana (Caniaux et al., 2017; Li et al., 2019). 

Apesar de seu amplo espectro de ação, algumas bactérias são intrinsecamente resistentes 

a essa classe de antimicrobianos e outras adquiriram, com o passar dos anos, mecanismos que 

impedem ou reduzem a ação das polimixinas (Moffat et al., 2019). A maioria dos mecanismos 

envolvidos nesta resistência se relacionam a alterações estruturais ou na carga do LPS (Liu et 

al., 2016; Moffat et al., 2019). Entre as principais modificações destacam-se a adição de 

moléculas de 4-amino-L-arabinose, fosfoetanolamina ou galactosamina no lipídio A ou no 

oligossacarídeo central (Lepelletier et al., 2018; Liu et al., 2016; Moffat et al., 2019). Com isso, 

há uma redução na capacidade de interação e, por consequência, de penetração do fármaco na 

célula (Lepelletier et al., 2018; Liu et al., 2016). Ademais, a expressão aumentada de bombas 

de efluxo e a capacidade de retenção da molécula de polimixina no interior do LPS também 

podem conferir resistência a este medicamento (Lepelletier et al., 2018). 

Outros mecanismos que reduzem a sensibilidade às polimixinas também podem ser 

encontrados, apesar de serem menos frequentes (Li et al., 2019). A presença de cápsula em 

cepas de Klebsiella pneumoniae, a perda progressiva de LPS em linhagens de A. baumannii e 

a estabilidade da membrana externa associada a sistemas de efluxo de algumas P. aeruginosa 

se destacam neste sentido (Caniaux et al., 2017). 

Até pouco anos, a resistência adquirida às polimixinas estava associada apenas a 

mutações cromossômicas em isolados clínicos, ou seja, permitindo apenas a transmissão 

vertical, sem uma transmissão horizontal a bactérias de outras linhagens (Liu et al., 2016; Osei 

Sekyere, 2019). Além disso, essas mutações eram, em geral, bastante instáveis e autolimitadas, 
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permitindo o uso terapêutico de polimixinas (Caniaux et al., 2017; Lepelletier et al., 2018). No 

entanto, em novembro de 2015, pesquisadores chineses reportaram pela primeira vez a presença 

de um mecanismo de resistência às polimixinas mediado por plasmídio em isolados de 

Escherichia coli recuperadas de humanos, animais e alimentos (Liu et al., 2016). 

Esse mecanismo envolve a presença do gene mcr (mobile colistin resistance), que 

codifica a enzima fosfoetanolaminotransferase, uma metaloproteína de zinco, responsável por 

transferir fosfoetanolamina para o sacarídeo de glucosamina do lipídio A, reduzindo sua carga 

negativa e, por consequência, impedindo a ligação da polimixinas (Gharaibeh & Shatnawi, 

2019; Hinchliffe et al., 2017; Li et al., 2019; Osei Sekyere, 2019). Acredita-se que este gene 

tenha origem em espécies de Paenibacillus polymyxa, a bactéria onde a produção de polimixina 

foi identificada pela primeira vez (Caniaux et al., 2017; Gharaibeh & Shatnawi, 2019). 

Posteriormente, o gene foi detectado em diversos países ao redor do mundo e outras variações 

foram encontradas em diferentes isolados (mcr-1 a mcr-10) (Wang & Feng, 2020). Sua 

localização plasmidial favorece a transferência horizontal do gene, ou seja, entre linhagens 

diferentes de bactérias, sendo as com maior prevalência E. coli, seguida por espécies de 

Klebsiella spp, Salmonella spp e Shigella spp (Caniaux et al., 2017; Lepelletier et al., 2018). 

Com o avanço das pesquisas, descobriu-se que o gene mcr-1 foi inicialmente 

transportado por um plasmídeo que pertence ao grupo de incompatibilidade Incl2, responsável 

também pela transferência de outros mecanismos de resistência. Posteriormente, esse gene foi 

novamente encontrado em outros grupos de incompatibilidade: IncHI2, IncHI2A, IncX4 e IncP 

(Lepelletier et al., 2018). Estes achados são significativos do ponto de vista da ocorrência de 

bactérias multirresistentes, visto que os isolados não sensíveis às polimixinas também podem 

apresentar genes relacionados à produção de β-lactamases de espectro estendido (ESBL) e 

carbapenemases como OXA-48, KPC e NDM (Gharaibeh & Shatnawi, 2019; Hinchliffe et al., 

2017; Lepelletier et al., 2018). Além disso, ser carreado por plasmídios de diferentes grupos de 

incompatibilidade garantem a ampla disseminação do gene mcr-1. 

Ademais, outra questão que deve ser levada em consideração em relação a disseminação 

de genes de resistência às polimixinas é o uso indiscriminado deste medicamento no âmbito da 

agricultura (Gharaibeh & Shatnawi, 2019). Em muitos países, a colistina (polimixina E) é ou 

foi utilizada para controle de infecção e promoção de crescimento animal, fato que, em 

associação ao incremento do uso terapêutico das polimixinas na medicina humana, leva a uma 

pressão seletiva que favorece a ocorrência e a dispersão de resistência a este medicamento 

(Caniaux et al., 2017; Gharaibeh & Shatnawi, 2019; Li et al., 2019). Adicionalmente, além do 

surgimento de cepas resistentes às polimixinas, o aumento do seu uso também resultou em uma 
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crescente detecção de bactérias intrinsecamente resistentes a este fármaco, como Proteus spp, 

Providencia spp, Morganella spp e Serratia spp (Lepelletier et al., 2018), já que esses 

microrganismos passaram a apresentar vantagens adaptativas em relação aos demais. 

Com base nesse cenário, torna-se cada vez mais necessário o desenvolvimento de 

metodologias laboratoriais capazes de detectar rapidamente a presença de mecanismos de 

resistência às polimixinas (Li et al., 2019; Osei Sekyere, 2019). Atualmente, as duas instituições 

de maior renome em relação à padronização de testes de suscetibilidade a antimicrobianos 

(TSA), o Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais (Clinical and Laboratory Standards 

Institute - CLSI), dos Estados Unidos, e o Comitê Europeu de Testes de Susceptibilidade 

Antimicrobiana (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST) 

indicam a utilização de um protocolo de determinação de concentração inibitória mínima (CIM) 

através de microdiluição em caldo, visto que já é consenso que as técnicas de disco-difusão não 

apresentam um bom desempenho neste contexto (Caniaux et al., 2017; Li et al., 2019; Osei 

Sekyere, 2019). 

Entretanto, a execução desta técnica é demorada e requer parâmetros bastante 

específicos quanto a metodologia e aos materiais utilizados, tornando sua aplicabilidade na 

rotina clínica bastante onerosa, gerando assim uma demanda por alternativas laboratoriais mais 

convenientes (Caniaux et al., 2017; Li et al., 2019; Osei Sekyere, 2019). 

Neste sentido, diversas técnicas têm sido desenvolvidas por pesquisadores de todo o 

mundo para triagem desta resistência, especialmente em pacientes de alto risco (Caniaux et al., 

2017). Considera-se que pacientes previamente hospitalizados, com exposição recente a 

antimicrobianos, tratamento prévio com polimixinas, de zonas endêmicas ou com histórico de 

infecção ou colonização por bactérias resistentes a polimixinas possuem maiores riscos de 

contaminação por cepas resistentes (Caniaux et al., 2017; Li et al., 2019). 

Consequentemente, cada vez mais buscam-se alternativas com melhor reprodutibilidade 

e, ao mesmo tempo, que sejam de rapidez e acessibilidade compatíveis com a realidade dos 

laboratórios e hospitais (Caniaux et al., 2017; Osei Sekyere, 2019). Por isso, ensaios de 

microbiologia clássica, como meios de cultura específicos e ensaios comerciais baseados em 

microdiluição, técnicas moleculares e novos métodos estão em desenvolvimento para efeitos 

de detecção de resistência (Li et al., 2019; Osei Sekyere, 2019). Algumas das opções 

disponíveis apresentam boa reprodutibilidade, porém possuem elevado custo e podem 

necessitar de técnicas complementares para validação, como alguns testes fenotípicos; enquanto 

alguns testes rápidos e de fácil execução, como as fitas de gradiente de concentração, parecem 

subestimar os níveis de resistência (Caniaux et al., 2017; Li et al., 2019). Os meios de cultura 
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seletivos e cromogênios parecem ser uma opção neste sentido, pois são de fácil acesso, podem 

ser combinados em uma busca simultânea a outros tipos de resistência de importância clínica, 

como a resistência a carbapenêmicos (Caniaux et al., 2017). 

Em uma outra vertente, metodologias modernas como a espectrometria de massa por 

ionização/dessorção de matriz assistida por laser (MALDI-TOF MS) para detecção de proteínas 

específicas ou atividade enzimática e a detecção do gene mcr por métodos de PCR em tempo 

real compõem um leque de oportunidades para a detecção laboratorial de resistência às 

polimixinas, tanto a partir de culturas como diretamente em amostras clínicas. Entretanto, essas 

técnicas ainda precisam de otimização e demandam profissionais altamente especializados e 

equipamentos com elevado custo de aquisição e manutenção, não sendo viável em todas as 

esferas laboratoriais (Caniaux et al., 2017). 

Sendo assim, em decorrência da emergência de isolados bacterianos multirresistentes, 

da disseminação horizontal do gene mcr, e da crescente conjuntura em relação a limitação 

terapêutica, justifica-se a importância do esclarecimento acerca das possibilidades diagnósticas 

para a detecção de cepas resistentes às polimixinas através de métodos efetivos, rápidos e 

acessíveis. A partir disso, é possível auxiliar na tomada de decisões médicas mais assertivas, 

resultando em melhores evoluções clínicas dos pacientes e, eventualmente, em redução 

substancial das taxas de morbidade e mortalidade. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Identificar os principais desafios e perspectivas em relação a detecção laboratorial de 

resistência às polimixinas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Comparar as principais técnicas para identificação laboratorial de resistência às 

polimixinas atualmente disponíveis quanto a suas especificidades, sensibilidades e 

outros parâmetros de avaliação de acurácia; 

b) Investigar as principais limitações referentes à implantação de métodos de detecção 

de resistência às polimixinas em laboratórios de análises clínicas; 

c) Avaliar as perspectivas em voga para o desenvolvimento de metodologias efetivas 

para esse contexto. 
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3 ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Submissão à revista: Clinical and Biomedical Research (CBR). 

 

DETECÇÃO LABORATORIAL DE RESISTÊNCIA ÀS POLIMIXINAS: DESAFIOS E 

PERSPECTIVAS 

Ana Daniela Coutinho Vieira1, Juliana Caierão2. 

 

1 Curso de Especialização em Microbiologia Clínica, Universidade Federal do Rio Grande do 

Sul (UFRGS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. 

2 Departamento de Análises da Faculdade de Farmácia, Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul (UFRGS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. 

RESUMO 

 

Um dos principais desafios atuais no âmbito de saúde pública é o manejo da resistência aos 

antimicrobianos. Recentemente, o aumento do uso de polimixinas (colistina e polimixinas B) 

na esfera hospitalar, e seu constante uso na agricultura, levou a uma maior ocorrência de cepas 

resistentes a este medicamento. Neste sentido, tornou-se cada vez mais necessária a busca por 

metodologias eficazes, acessíveis e alinhadas com as recomendações vigentes, para a detecção 

laboratorial de resistência às polimixinas. O objetivo deste estudo foi realizar uma avaliação 

dos principais métodos disponíveis atualmente quanto aos seus parâmetros de acurácia e avaliar 

as principais perspectivas em relação a implantação de tais técnicas na realidade laboratorial. 

Foi efetuada uma revisão bibliográfica descritiva sobre o tema na base de dados on-line 

PubMed, com busca pelos termos: mcr, polymyxin, colistin, resistance, detection, methodology 

e assay, utilizando artigos publicados entre os anos de 2015 e 2020. Atualmente ainda não há 

um método ideal que atenda a todos os requisitos necessários na rotina laboratorial. Nesse 

sentido, o conhecimento das vantagens e limitações de cada metodologia é essencial para a 

definição de quais testes podem ser realizados nos laboratórios de microbiologia clínica.  

 

Palavras-chave: polimixinas, resistência, detecção laboratorial, mcr. 
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INTRODUÇÃO 

 Com a emergência crescente de bactérias multirresistentes (Multidrug Resistant - MDR) 

nos últimos anos, sobretudo Enterobacterales e bacilos gram-negativos não fermentadores de 

glicose resistentes a carbapenêmicos, houve uma redução de opções terapêuticas 

antimicrobianas efetivas. Neste sentido, a polimixinas, um antigo fármaco, em desuso devido a 

sua toxicidade, voltou ao cenário clínico (Li et al., 2019). 

Especialmente em cenários onde as novas combinações de betalactâmicos com 

inibidores de β-lactamases não estão disponíveis, as polimixinas têm sido consideradas a última 

opção terapêutica em casos envolvendo bactérias gram-negativas resistentes aos 

carbapenêmicos. Contudo, devido ao seu retorno e expansão de utilização na prática clínica, 

para além de seu constante uso veterinário até recentemente, a frequência de resistência 

adquirida às polimixinas tem aumentado. Até 2015 estas resistências estavam ligadas apenas a 

mutações cromossômicas, representando menor risco de transmissão, visto que neste caso não 

há propagação entre diferentes linhagens bacterianas, de forma horizontal. Entretanto, 

pesquisadores chineses reportaram a presença de um novo mecanismo de resistência as 

polimixinas mediado por plasmídio, envolvendo a presença do gene mcr (mobile colistin 

resistance). Este gene codifica a enzima fosfoetanolaminotransferase, uma metaloproteína de 

zinco responsável por transferir fosfoetanolamina para o sacarídeo de glucosamina do lipídio 

A, reduzindo sua carga negativa e, por consequência, impedindo a ligação da polimixinas nas 

bactérias gram-negativas (Humphries et al., 2019; Jean et al., 2019; Li et al., 2019). 

A ocorrência de locais com alta prevalência de bactérias MDR e, consequentemente, 

maior pressão seletiva, em associação ao fato de este novo mecanismos de resistência ser 

facilmente transferível por plasmídeo, constitui um ambiente de ameaça à saúde pública. Nesse 

cenário, torna-se cada vez mais necessário o desenvolvimento de metodologias analíticas 

capazes de detectarem de forma rápida e eficaz a presença de mecanismos de resistência às 

polimixinas na prática laboratorial, possibilitando a implementação eficiente de medidas de 

controle de infecção e a adaptação do tratamento de pacientes acometidos com estes patógenos. 

Além disso, há a necessidade de desenvolvimento de métodos com boa reprodutibilidade, de 

fácil manuseio e adaptáveis as diferentes realidades laboratoriais (Bardet & Rolain, 2018; 

Fenwick et al., 2020; Germ et al., 2019c) 

Até o momento, o método recomendado pelo EUCAST é a microdiluição em caldo 

(BMD), enquanto o CLSI passou a aceitar, além da BMD, a eluição de disco em caldo (Colistin 
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Broth Disk Elution - CBDE) e a diluição em ágar (Colistin Agar Test – CAT) para avaliação da 

sensibilidade em enterobactérias e em Pseudomonas aeruginosa frente à colistina (CLSI, 2020). 

Sabe-se que a BMD é uma técnica de difícil inclusão na rotina de laboratórios clínicos, por ser 

demorada e ter peculiaridades técnicas trabalhosas. Por isso, a busca por métodos eficientes, 

rápidos, fáceis de usar e de baixo custo ainda é um desafio no diagnóstico de isolados 

bacterianos resistentes às polimixinas (POL-R), especialmente em países em desenvolvimento 

(Bardet et al., 2017; Osei Sekyere et al., 2020). 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Para realização desta pesquisa qualitativa foi efetuada uma revisão bibliográfica 

descritiva sobre o tema na base de dados on-line PubMed, com busca pelos termos: mcr, 

polymyxin, colistin, resistance, detection, methodology e assay. Foram utilizados termos em 

língua inglesa para uma maior abrangência de resultados. Foram incluídos os resultados 

publicados entre os anos de 2015 e 2020 e foram excluídos os artigos que não abordaram 

metodologias diagnósticas e de identificação laboratorial. 

 

Métodos fenotípicos 

 

Apesar de atualmente o método mais recomendado para a identificação de resistência a 

polimixinas ser a BMD (EUCAST, 2016), a necessidade de detecção de cepas POL-R de forma 

mais rápida e acessível levou ao desenvolvimento de diversas metodologias baseadas em 

características fenotípicas deste grupo de microrganismos. Em geral, estes métodos visam a 

detecção de resistência independentemente do tipo de mecanismo envolvido. Contudo, algumas 

técnicas possibilitam a identificação presuntiva da presença de genes mcr, necessitando de 

confirmação posterior através de métodos moleculares (Bardet et al., 2017). 

 

Metodologias baseadas em cultura utilizando meios específicos 

O uso de meios de cultura ainda constitui uma metodologia padrão na microbiologia 

para isolamento de patógenos de amostras clínicas e, portanto, é uma das alternativas para 

triagem inicial de cepas POL-R (Bardet et al., 2019; Germ et al., 2019c). Devido à ausência de 

meios específicos para essa função e que sejam capazes de atender às necessidades laboratoriais 

atuais, alguns meios de cultura, inicialmente in house, foram desenvolvidos para triagem destes 
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microrganismos de forma direta, ou com etapas de enriquecimento (Bardet & Rolain, 2018; 

Nordmann et al., 2016a). 

Em geral, estes meios foram elaborados com baixas concentrações de colistina, entre 2 

ou 4 mg/L, diferentemente de meios prévios utilizados, principalmente para isolamento de 

bactérias gram-positivas e cepas intrinsecamente resistente e que continham altas concentrações 

de colistina, como o CNA (colistin and nalidixic acid containing agar), cuja concentração 

atingia 10 mg/L. Estes meios, altamente concentrados, ou com adição de outros antibióticos ou 

antifúngicos, eram usualmente incapazes de detectar POL-R em baixo nível ou limítrofe 

(Bardet et al., 2017; Bardet & Rolain, 2018; Nordmann et al., 2016a). 

Visando preencher esta lacuna, Nordmann e colaboradores desenvolveram um meio de 

cultura com base de EMB (Eosin Methylene Blue Agar), denominado SuperPolymyxin®. 

Assim, utilizaram um meio seletivo para bactérias gram-negativas e com capacidade de 

identificação presuntiva de fermentadores de lactose através da coloração das colônias, e de 

Escherichia coli pela formação de brilho verde metálico. A este meio foi adicionada colistina 

em concentração de 3,5 µg/ml, além de 10 ug/ml de daptomicina para evitar o crescimento de 

Streptococcus sp e Staphylococcus sp, e 5ug/ml de anfotericina B para ação antifúngica 

(Nordmann et al., 2016a). 

No mesmo sentido, outra opção de meio específico para detecção de POL-R criado foi 

o CHROMagar COL-APSE®, contendo sulfato de colistina, polimixina B, oxazolidonona, 

daptomicina e anfotericina B. Como vantagem, este é um meio cromogênico, possibilitando a 

diferenciação presuntiva de cepas de Enterobacterales e de gram-negativas não-fermentadoras 

(Bardet & Rolain, 2018). Já o meio LBJMR® aparece como uma opção mais versátil, uma vez 

que pela adição de vancomicina na sua formulação, além de colistina, torna-se apto para o 

rastreio de bactérias POL-R e, juntamente, de enterococos resistentes à vancomicina (VRE), 

outra urgência no âmbito hospitalar (Bardet et al., 2017). 

Diversos estudos comparativos avaliaram a utilização destes meios e obtiveram uma 

variabilidade em relação a sensibilidade e especificidade. O meio SuperPolymyxin® foi 

inicialmente avaliado por seus desenvolvedores com uma sensibilidade e especificidade de 

100% (Nordmann et al., 2016a), e estudos comparativos posteriores demonstraram 

especificidades entre 90,3% e 100%, e sensibilidades entre 86,8% e 100% (Abdul Momin et 

al., 2017; Germ et al., 2019a; Girlich et al., 2019b; Aurélie Jayol et al., 2018c; Nordmann et 

al., 2016a). Estas variações podem ser decorrentes da utilização ou não de diluições seriadas, 

de diferenças de inóculo entre as metodologias aplicadas, da variabilidade de tipos de amostras 
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entre os estudos e dos mecanismos de resistência envolvidos (Germ et al., 2019c, 2019a; Girlich 

et al., 2019b; van Hout et al., 2020; A. Jayol et al., 2018; Osei Sekyere et al., 2020; Przybysz 

et al., 2018; Sadek et al., 2020a). 

Além disso, alguns estudos avaliaram modificações na técnica de utilização do meio, 

visando tornar o processo menos oneroso e mais acessível economicamente. Germ e 

colaboradores testaram a utilização da mesma diluição feita para o antibiograma na inoculação 

do meio SuperPolymyxin® em um método de screening com semeadura de 12 amostras em 

uma mesma placa (Germ et al., 2019c), apresentando bons resultados de sensibilidade para E. 

coli (100%) e para K. pneumoniae (90%), porém menos eficaz para Enterobacter sp (77,3%) e 

com altos índices de falsos positivos para bacilos gram-negativos não fermentadores de glicose. 

De fato, a detecção de cepas POL-R de Enterobacter sp tem sido um desafio que pode, pelo 

menos parcialmente, ser explicado pela ocorrência de heteroresistência nestes microrganismos 

(Germ et al., 2019c; Aurélie Jayol et al., 2018c). Outro fator crítico na variabilidade entre os 

resultados parece ser o efeito do inóculo da semeadura, visto que a adição de etapas de diluição 

prévia ou de enriquecimento melhoram a sensibilidade do método (Germ et al., 2019c, 2019a; 

Girlich et al., 2019b; Aurélie Jayol et al., 2018c; Sadek et al., 2020a). 

A aplicabilidade destes meios na triagem laboratorial também deve levar em 

consideração a necessidade de um de cultivo overnight, e de utilização de um número elevado 

de placas para a triagem, o que pode gerar acréscimo de custos e carga de trabalho. Além disso, 

estes meios são incapazes de diferenciar o tipo de resistência (intrínseca ou adquirida, 

cromossomal ou plasmidial) e, em caso de triagem positiva, há a necessidade de confirmação 

por métodos adicionais (Abdul Momin et al., 2017; Bardet et al., 2019; Germ et al., 2019c). 

 Apesar disso, estes meios são de fácil preparo e interpretação e não necessitam de 

equipamentos robustos, facilitando sua adaptação à rotina laboratorial. Podem ser utilizados 

tanto para isolamento primário de microrganismos ou para recuperação a partir de outros meios 

e são úteis tanto para o isolamento de Enterobacterales quanto de bacilos gram-negativos não 

fermentadores de glicose (Abdul Momin et al., 2017; Bardet et al., 2017; Nordmann et al., 

2016a; Osei Sekyere et al., 2020). 

 Ainda, em 2020, o CLSI passou a aceitar o método de diluição em ágar (CAT) para a 

determinação de concentração inibitória mínima (CIM) para colistina em isolados de 

Enterobacterales e de P. aeruginosa. Nesta metodologia utilizam-se placas de ágar Mueller-

Hinton suplementados com concentrações de colistina de 0 μg/mL (controle de crescimento), 1 

μg/mL, 2 μg/mL e 4 μg/mL, possibilitando a testagem de até 10 amostras por placa (CLSI, 

2020). Esta recomendação foi estabelecida a partir de um estudo realizado nos Estados Unidos, 
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que demonstrou uma concordância categórica de 98,3% com o método de referência (BMD) 

(Humphries et al., 2019). 

 

Métodos colorimétricos 

 

Com o objetivo de agilizar a detecção laboratorial de resistência às polimixinas, um 

método de triagem colorimétrico foi desenvolvido: o Rapid Polymyxin NP®. Esta metodologia, 

com alta sensibilidade (99,3%) e especificidade (95,4%) visa a detecção de POL-R em 

Enterobacterales. Esta metodologia é de baixo custo, simples aplicação e baseia-se na mudança 

de coloração do meio em virtude da mudança de pH originada pela metabolização de 

carboidratos durante o crescimento bacteriano de cepas resistentes na presença de polimixinas 

na concentração de 3,75µg/mL, independentemente do mecanismo de resistência (Nordmann 

et al., 2016b). 

Entre as vantagens deste método destaca-se o tempo de execução reduzido, necessitando 

de apenas 2 horas para a obtenção do resultado, sendo que os microrganismos com 

concentrações inibitórias mínimas mais elevadas e as cepas de Klebsiella sp e E. coli tendem a 

apresentar resultados ainda mais rápidos (Nordmann et al., 2016b). Além disso, possui a 

capacidade de ser utilizado tanto em isolados de cultivo primário quanto diretamente em 

amostras de sangue (Jayol et al., 2016; Malli et al., 2019a).  

Apesar de não substituir os métodos de determinação de concentração inibitória mínima, 

este teste pode ser bastante útil na detecção rápida de cepas POL-R, possibilitando a aplicação 

de medidas de controle de disseminação hospitalar (Nordmann et al., 2016b). Como limitações, 

devido ao seu embasamento em mudança de pH, recomenda-se que o teste não seja realizado a 

partir de colônias originadas de meios de cultura acidificantes, como Drigalski, Mac Conkey e 

Bromocresol Purple (Bardet & Rolain, 2018). Também nota-se que cepas com CIMs limítrofes 

e resistência em baixo nível apresentam resultados mais difíceis de serem interpretados 

(Nordmann et al., 2016b; Yainoy et al., 2018). 

Ainda neste sentido, pelo fato de ser uma técnica baseada na mudança de cor, de laranja 

para amarelo, pode apresentar uma variabilidade entre observadores devido a interpretação 

subjetiva (Hinchliffe et al., 2017; Nordmann et al., 2016b). Buscando reduzir essa variação, 

uma metodologia com a utilização de leitor de ELISA e de curva ROC para uma leitura mais 

confiável dos resultados foi proposta, demonstrando aprimoramento das leituras e 
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possibilitando a criação de valores limiares para diferentes espécies de enterobactérias (Belda-

Orlowski et al., 2019). 

 A aplicabilidade do Rapid Polymyxin NP® também foi testada em diversos estudos 

posteriores que confirmaram sua ótima sensibilidade (91 a 100%) incluindo frente à cepas 

portadoras de gene mcr (Malli et al., 2018; Poirel et al., 2018; Yainoy et al., 2018). Porém sua 

especificidade foi variável entre os estudos (70 a 100%), com destaque para um ensaio realizado 

com 120 cepas de enterobactérias (especificidade de 70%) (Belda-Orlowski et al., 2019), e 

outro realizado com 131 cepas de K. pneumoniae em que o Rapid Polymyxin NP® apresentou 

a menor especificidade em comparação a metodologias automatizadas e ao E-Test® (82%) 

(Malli et al., 2018). 

 Uma das explicações para esta variabilidade pode ser a diferença entre os resultados 

obtidos por diferentes espécies, visto que a especificidade para E. coli costuma ser bastante alta, 

diferentemente dos resultados para K. pneumoniae e Enterobacter spp. Esta teoria é reforçada 

pela metodologia de padronização de leitura por ELISA com valores distintos para cada espécie, 

que melhorou consideravelmente os resultados de especificidade (Belda-Orlowski et al., 2019). 

Além disso, um estudo com 143 isolados de Enterobacter spp reforçou a fragilidade do método 

na detecção de POL-R neste gênero, provavelmente devido a sua frequente heteroresistência à 

polimixinas, apresentando uma sensibilidade de 25% apesar da especificidade de 100% (Simar 

et al., 2017a). 

 Ainda, o método necessita de adaptações e maiores estudos em relação a sua utilização 

em outros microrganismos (não-enterobactérias) que possuem diferentes rotas metabólicas, 

como A. baumannii e P. aeruginosa (Nordmann et al., 2016b). Neste sentido, algumas 

metodologias e kit comerciais foram desenvolvidos com base na metabolização de carboidratos 

(Sadek et al., 2020b) mas utilizando diferentes indicadores colorimétricos como púrpura de 

bromocresol, ou embasadas na viabilidade celular com a utilização de resazurina (Lescat et al., 

2019b). Porém, estes métodos são um pouco mais demorados que o teste para avaliação de 

enterobactérias, levando em média de 3 a 4 horas para execução (Lescat et al., 2019b; Sadek et 

al., 2020b). 

Alguns estudos avaliaram estas metodologias e encontraram boa sensibilidade (93,3 a 

100%) e especificidade (86,8 a 100%) (Germ et al., 2019b; Jia et al., 2020; Lescat et al., 2019a; 

Malli et al., 2019b; Sadek et al., 2020b). Entretanto, um estudo recente avaliou dois kits 

comerciais baseados na metodologia colorimétrica para enterobactérias e para A. baumannii e 

encontrou VME (very major errors) em taxas elevadas de 58,8% e 21,1%, respectivamente. 

Neste estudo a sensibilidade do kit para avaliação em A. baumannii foi de 41,2% e a 
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especificidade de 86,1%, e foram justificadas pelo maior número de amostras POL-R e por 

motivos já declarados em outros estudos, como variabilidade de inóculo, dificuldade de 

interpretação da cor e em amostras com CIMs limítrofes (Kon et al., 2020). 

 Em 2019, outro método colorimétrico para detecção de POL-R em Enterobacterales foi 

desenvolvido por Rodriguez e colaboradores e foi denominado ASAT (Andrade Screening 

Antimicrobial Test). Esta metodologia também se baseia na acidificação do meio a partir da 

utilização dos carboidratos pelas bactérias, diferindo do método proposto por Nordmann e 

colaboradores pela utilização de solução de Andrade como indicador de pH, ao invés de 

vermelho de fenol. A sensibilidade e especificidade apresentadas assemelharam-se ao método 

Rapid Polymyxin NP®, com 90,7% e 100%, respectivamente (Nordmann et al., 2016b; 

Rodriguez et al., 2019). 

 

Métodos de inibição enzimática 

 

 Com a descoberta de que a enzima fosfoetanolamina transferase é uma metaloproteína 

dependente de zinco (Nordmann et al., 2016b), a utilização de quelantes como EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético) ou DPA (ácido dipicolínico) tornou-se uma nova tendência na 

triagem de cepas POL-R portadoras de mcr, uma vez que a privação de zinco através destes 

quelantes poderia inibir a atividade enzimática da fosfoetanolamina transferase e reduzir a CIM 

de polimixinas em isolados resistentes (Bardet & Rolain, 2018; Belda-Orlowski et al., 2019). 

 Neste sentido, alguns testes de screening baseados na inibição da enzima 

fosfoetanolamina transferase foram desenvolvidos, majoritariamente baseados na adaptação de 

técnicas previamente estabelecidas. Um estudo de Esposito e colaboradores avaliou quatro 

destas técnicas em isolados de E. coli portadores do gene mcr-1: disco combinado, adaptação 

do Rapid Polymyxin NP®, determinação do potencial zeta e microdiluição em caldo. A técnica 

de disco combinado utilizou discos de colistina 10ug com e sem a adição de EDTA (100 mM), 

onde um aumento de 3 mm ou mais no halo de inibição foi considerado como positivo para 

mcr-1. A metodologia do Rapid Polymyxin NP® foi adaptada com a adição de poços com 

EDTA, que em isolados positivos para mcr-1 apresentam ausência de proliferação bacteriana e 

de alteração de cor. Já a metodologia de alteração do potencial zeta baseia-se na redução da 

carga elétrica gerada pela adição de fosfoetalonamina na membrana celular bacteriana mediada 

por mcr, causando alterações na RZP (RZP = ZP+EDTA/ZP-EDTA) (Esposito et al., 2017). A quarta 

metodologia avaliada baseia-se na técnica clássica de microdiluição em caldo com 
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determinação de CIM e também foi avaliada em outros estudos com a adição de EDTA ou DPA 

(Büdel et al., 2019; Wink et al., 2020). 

 A adaptação do Rapid Polymyxin NP® apresentou ótima sensibilidade e especificidade 

(96,7 e 100%) em um tempo de 2 horas e 30 minutos e pode ser facilmente adaptado à 

metodologia já desenvolvida. A determinação do potencial zeta, por sua vez, apesar de 

apresentar ótimos resultados (sensibilidade = 95,1% e especificidade = 100%) utiliza 

metodologias pouco utilizadas em laboratórios clínicos de rotina. Já a técnica de discos 

combinados é bastante aplicável e de fácil interpretação, porém pode apresentar resultados 

falhos em cepas com CIMs ≤ 2 ug/mL (sensibilidade = 96,7% e especificidade = 89,6%) 

(Esposito et al., 2017). 

 Porém, nenhum destes métodos fornece informações quanto a concentrações inibitórias. 

Por isso, os métodos baseados em microdiluição em caldo aparecem como metodologias 

promissoras, principalmente pelo fato de serem baseadas nas recomendações oficiais dos 

comitês EUCAST e CLSI, e por fornecerem juntamente os valores de CIM. Entretanto, os 

estudos realizados apresentaram alguns resultados discrepantes. A sensibilidade do método 

entre os diferentes estudos variou de 84,1 a 96,7% e a especificidade de 54,2 a 100% (Büdel et 

al., 2019; Esposito et al., 2017; Wink et al., 2020). Tais variações podem ser em decorrência 

de variações metodológicas quanto a utilização de EDTA ou DPA, a concentração dos quelantes 

utilizados, a composição dos meios de cultura e o ponto de corte determinado por cada estudo, 

que variou de 2 a 4 log. Mesmo necessitando de maiores estudos para avaliação da sua acurácia, 

a adaptação a técnica de BMD parece ser uma alternativa interessante para screenings 

epidemiológicos. 

 De forma semelhante, uma adaptação à técnica de “Colistin Agar-Spot” (CAST) foi 

elaborada (eCAST). Assim, como as demais técnicas dependentes de cultivo overnight, esta 

metodologia apresenta um turnaround time (TAT) mais elevado, em comparação a testes 

rápidos como o Rapid Polymxin NP®, mas apresenta-se como uma alternativa acurada 

(sensibilidade e especificidade = 100%), barata e com a possibilidade de testagem de até 36 

amostras em uma placa de 36 mm (Escalante et al., 2020). De forma semelhante, a adaptação 

à técnica de eluição em caldo (EDTA-CBDE) apresenta boa correlação (sensibilidade = 100% 

e especificidade = 94,3%) (Fenwick et al., 2020). 

 Cabe salientar que nenhuma destas técnicas pode ser utilizada como determinante para 

a presença de genes mcr, visto que há a necessidade de confirmação posterior por métodos 

moleculares. Houve, também, um predomínio de avaliações em isolados de mcr-1 a 5, com 

poucos resultados em outras variantes. Mas considerando que atualmente a prevalência entre 
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as espécies portadoras deste gene envolve a variação mcr-1, esta não parece ser uma 

primordialidade. Ainda, duas variáveis são importantes neste contexto: os quelantes utilizados 

não atuam exclusivamente na fosfoetalonamina transferase, portanto outros fatores podem 

causar positividade dos testes; e a negatividade do teste não prediz necessariamente a ausência 

do gene mcr, visto que a expressão gênica pode não estar ativa no momento (Escalante et al., 

2020; Esposito et al., 2017). 

 

Métodos baseados em imunoensaios 

 

 Ensaios baseados na detecção de antígenos específicos de polimixinas e de proteínas 

relacionadas ao gene mcr vem sendo desenvolvidos, especialmente voltados para a indústria de 

produção de alimentos de origem animal. Tais métodos, desenvolvidos através de metodologias 

de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e imunocromatografia de fluxo lateral 

(LFA) tem seu uso justificado pela necessidade de melhoria no monitoramento e controle 

quanto à utilização de colistina na agricultura (He et al., 2018; J. Wang et al., 2019). 

 Além disso, estas metodologias podem servir de base para a adaptação de futuros 

métodos analíticos voltados para a detecção de resistência à polimixinas em amostras biológicas 

humanas. Atualmente, há disponível no mercado um método de LFA desenvolvido por Volland 

e colaboradores (NG Test®), com ótimo TAT (15 minutos) e excelente sensibilidade e 

especificidade (100 e 98%) (Volland et al., 2019). O NG Test® foi desenvolvido para a detecção 

de resistência mediada pelo gene mcr-1 e teve seu desempenho afirmado por um estudo em 

isolados de enterobactérias, A. baumannii e P. aeruginosa, apresentando 100% de sensibilidade 

e 99% de especificidade (Fenwick et al., 2020). 

 

Métodos com determinação de concentração inibitória mínima (CIM) 

 

 A determinação da CIM, em várias situações clínicas, é essencial na tomada de decisões 

quanto à terapia antimicrobiana utilizada para bactérias multirresistentes (Nhung et al., 2015). 

Em relação às polimixinas, o CLSI e o EUCAST determinaram que o método de referência 

para a determinação de CIM em Enterobacterales, P. aeruginosa e Acinetobacter spp é a 

microdiluição em caldo seguindo os padrões da ISO 20776-1. Algumas especificidades deste 

método são a necessidade de utilização de caldo Mueller-Hinton cátion ajustado e de bandejas 

de poliestireno puro não tratadas e sem qualquer tipo de aditivo, além da utilização, 
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exclusivamente, de sais sulfatados de polimixinas (The European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST), 2016). 

 Entretanto, a aplicabilidade desta técnica na rotina laboratorial torna-se um tanto quanto 

limitada, especialmente em laboratórios com alto fluxo de rotina, pois é uma metodologia 

laboriosa (Koyuncu Özyurt et al., 2019; Simner, 2019). Além disso, a exclusão do uso de 

polissorbato-80 como agente de dispersão, devido as suas possíveis características bactericidas, 

pode ser uma complicação do método, uma vez que há a possibilidade de aderência das 

moléculas de polimixinas à superfícies plásticas de poliestireno (Singhal et al., 2018). Por isso, 

diversas alternativas vêm sendo estudadas e aplicadas como possíveis opções para viabilizar 

uma detecção de CIMs de polimixinas mais alinhada com as realidades laboratoriais (Koyuncu 

Özyurt et al., 2019; Simner, 2019). 

As tiras de gradiente E-Test® são amplamente utilizadas em laboratórios de 

microbiologia para a determinação de CIM frente a diversas drogas e microrganismos. 

Entretanto, em relação às polimixinas, esta metodologia demonstra altos índices de VME (8 a 

53,6%), ou seja, de falsa suscetibilidade (Chew et al., 2017; Lutgring et al., 2019; Simar et al., 

2017b; Zavascki et al., 2020). Esta baixa correlação entre o E-Test® e o método de referência 

por estar relacionada a má difusão das moléculas de polimixinas em ágar sólido, assim como 

ocorre com os discos de difusão, cuja utilização na avaliação de sensibilidade às polimixinas 

não é recomendada (Chew et al., 2017; The European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST), 2016). 

Já as técnicas de eluição de disco em caldo (CBDE), passaram a serem recomendadas 

pelo CLSI em 2020, juntamente com o CAT, para a determinação de CIM de colistina em 

enterobactérias e em P. aeruginosa (CLSI, 2020). O CBDE consiste em um método 

consideravelmente simples, e utiliza materiais de fácil aquisição. Além disso, atua 

independentemente do tipo de rota metabólica e, portanto, em teoria pode ser aplicado tanto a 

enterobactérias como a bacilos gram-negativos não fermentadores da glicose. Entretanto, o 

estudo multicêntrico utilizado como base para o posicionamento do CLSI demonstrou taxas de 

erro elevadas para as cepas de Acinetobacter spp., com VME de 5,6% e ME (major error) de 

3,3% e, assim sendo, não há recomendação de aplicação desta técnica para isolados deste 

microrganismo (Humphries et al., 2019). Além disso, outro estudo verificou que esta técnica 

apresentou VME em cepas produtoras de mcr-1, com CIMs entre 2 e 4 µg/mL, o que sugere 

que as cepas testadas e que apresentarem CIMs ≥ 2 µg/mL sejam avaliadas quanto a presença 

de genes mcr (Simner, 2019). 
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 Apesar destes achados, o CBDE ainda é uma metodologia promissora e com bons 

índices de CA (CA – categorical agreement: 90,7 a 100%) (Humphries et al., 2019; Koyuncu 

Özyurt et al., 2019; Simner, 2019). Por este motivo, modificações para torná-la ainda mais 

adaptável têm sido testadas. Dalmolin e colaboradores adaptaram esta técnica a volumes 

menores de reagentes, com 1 mL (Colistin Broth Microelution - CBM) ou 200 µL (Microelution 

Plates - MPT), e obtiveram resultados promissores com o CBM para enterobactérias (CA: 

91,18%, EA – essential agreement: 95,59%, sensibilidade: 95,35, especificidade: 84%). 

Entretanto, a ocorrência de ME (16%) e VME (4,65%), especialmente em decorrência de cepas 

com CIMs próximos dos pontos de corte (2-4 µg/mL) faz com que estas metodologias sejam 

mais aplicáveis a nível de screeening (Dalmolin et al., 2020b). Outro estudo demonstrou que a 

técnica também é eficaz ao utilizar polimixina B, ao invés de colistina, com resultados de CA 

de 99,5% e VME de apenas 1,11% (Cielo et al., 2020) 

 Visando preencher essa lacuna do mercado, alguns fabricantes desenvolveram 

metodologias comerciais para a detecção de CIM em polimixinas de baixa complexidade e sem 

a obrigatoriedade de utilização de equipamentos. Estes kits utilizam microplacas com poços 

contendo diluições prontas de polimixinas, o que torna o seu uso mais prático e fácil de incluir 

na rotina. ComASP® (Liofilchem), UMIC® (Biocentric), Sensititre® (ThermoFisher 

Diagnostics) e Policimbac® (Probac do Brasil) são algumas das versões comerciais disponíveis. 

Uma das vantagens dos kits ComASP® e Sensititre® é que a avaliação pode ser feita tanto por 

inspeção visual como por adaptação de leitura em equipamento, já o kit da Policimbac® utiliza 

um revelador químico para o auxílio à leitura do crescimento bacteriano (Chew et al., 2017; 

Dalmolin et al., 2020a; Aurélie Jayol et al., 2018b; Osei Sekyere et al., 2020). 

 Estes kits apresentam-se como uma boa alternativa, especialmente pela sua 

aplicabilidade, porém maiores estudos são necessários para que dados mais robustos estejam 

disponíveis para a sua avaliação. Nos estudos já realizados, houveram bons níveis de CA para 

Policimbac® (100%) apesar do baixo nível de EA (16,4%), provavelmente em decorrência de 

o kit comercial apresentar CIMs maiores que no método de referência, porém sem interferir na 

classificação do resultado (Dalmolin et al., 2020a)(Aurélie Jayol et al., 2018b; Osei Sekyere et 

al., 2020)(Osei Sekyere et al., 2020) O UMIC®, por sua vez, apresentou bons resultados de CA 

(91,9%), mas elevadas taxas de VME (11,3%) (Aurélie Jayol et al., 2018b). Assim, os 

resultados mais promissores foram obtidos pelo Sensititre®, com CA de 97,8%, VME de 3%, 

além de uma ótima sensibilidade para a detecção em cepas portadoras do gene mcr-1 (95,2% e 

100% para polimixina B e colistina, respectivamente) (Chew et al., 2017; Aurélie Jayol et al., 

2018b). 
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 Em outra vertente, metodologias automatizadas também têm sido avaliadas quanto a 

capacidade de utilização em testes de sensibilidade e de detecção de resistência à polimixinas. 

Destacadamente os equipamentos Vitek 2® (bioMérieux), BD Phoenix® (Becton Dickinson) e 

MicroScan® (Beckman Coulter) são os mais utilizados e pesquisados. Estas automações 

realizam a determinação de CIM de polimixinas, em conjunto com a determinação da 

concentração de outras drogas, a partir de colônias de crescimento recente. Entre as vantagens 

do método estão a facilidade operacional e a possibilidade de realizar identificação bacteriana 

e testes de suscetibilidade no mesmo equipamento. Já suas limitações incluem o curto alcance 

da faixa de concentração da droga quando comparada a outras metodologias e o custo de 

aquisição dos equipamentos e insumos (Aurélie Jayol et al., 2018b; Osei Sekyere et al., 2020). 

 Quanto ao desempenho, diversos estudos foram realizados até o momento e 

encontraram boa sensibilidade para o Vitek 2® (95,2% a 98%) e para o BD Phoenix® (95%) 

(Chew et al., 2017; Malli et al., 2018), enquanto o MicroScan® obteve uma certa divergência 

nos resultados (85,71 a 100%) (Chew et al., 2017; Osei Sekyere et al., 2020). Vale destacar que 

as três automações apresentaram bom desempenho na detecção de isolados portadores do gene 

mcr-1 (Chew et al., 2017; Hong et al., 2019). 

 

Métodos automatizados 

 

 Outra grande aposta na utilização de automação para a detecção de resistência 

microbiana é a utilização da espectrometria de massa por ionização/dessorção de matriz 

assistida por laser (Matrix-assisted laser desorption ionization – time of flight mass 

spectrometer - MALDI-TOF MS). Esta técnica consiste na produção de espectros de massa a 

partir de células bacterianas e sua comparação com espectros de referência, em um tempo 

altamente reduzido em comparação com outras técnicas, possibilitando a análise de 96 poços 

em aproximadamente 90 minutos (Giordano & Barnini, 2018). Na microbiologia esta 

metodologia vem sendo aplicada para a identificação microbiana e apresenta potencial para 

utilização em testes de avaliação de resistência a antimicrobianos. Para este fim, são utilizados 

bancos de dados e padrões de espectros com diferenças significativas entre cepas suscetíveis e 

resistentes a droga (Dortet et al., 2018a; Giordano & Barnini, 2018). 

 Uma série de estudos baseados nas diferenças ocasionadas pelas modificações no lipídio 

A possibilitaram a validação do método utilizando MALDI-TOF em E. coli, K. pneumoniae e 

A. baumannii, com a vantagem de sinalização de cepas possivelmente produtoras de genes mcr 

(Dortet et al., 2020, 2018b, 2018a; Furniss et al., 2020, 2019). Anteriormente, outro estudo 
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havia testado a utilização de MALDI-TOF para a identificação de cepas POL-R e obteve índices 

de classificação correta de 91% das cepas resistentes e 73% das sensíveis. Porém, é importante 

destacar que neste estudo o método de comparação para a determinação de CIMs utilizado foi 

o Sensititre® e não a BMD, considerada padrão-ouro (Giordano & Barnini, 2018). 

 Em geral, as metodologias baseadas em MALDI-TOF possuem um bom potencial, 

ótimo TAT a partir de amostras de cultivo prévio, baixo custo de manutenção de insumos, 

porém os altos custos altos de implantação fazem com que esta técnica não seja viável em todos 

os tipos de laboratórios (Dortet et al., 2018a; Giordano & Barnini, 2018). 

 Outros métodos vêm sendo estudados com o mesmo objetivo, dentre eles utilizando 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC/MS) (H. Wang et al., 2019), 

citometria de fluxo (Fonseca e Silva et al., 2019), microscopia de força atômica (Ierardi et al., 

2017), eletroquímica (Li et al., 2018), espectroscopia Raman (Lin et al., 2019) e análise de alta 

resolução por fusão (HMC) (Tahmasebi et al., 2020), mas ainda requerem estudos mais 

robustos. 

 

Métodos genotípicos e de biologia molecular 

 

 Assim como os pesquisadores que focaram nas alterações de membrana externa em 

cepas de bactérias POL-R (Furniss et al., 2020) para o desenvolvimento de técnicas analíticas, 

outros cientistas utilizaram uma linha de pensamento semelhante, ainda em 2015, para testarem 

a metodologia de eletroforese capilar para o reconhecimento de células bacterianas com 

alteração de superfície (Sautrey et al., 2015). Entretanto esta metodologia não entrou 

definitivamente na rotina de procedimentos utilizados para a avaliação de POL-R. 

 Por outro lado, métodos de reação em cadeia da polimerase (PCR) qualitativo em tempo 

real (qPCR) e PCR multiplex estão entre os mais pesquisados na busca por metodologias 

efetivas para a detecção de resistência às polimixinas. O qPCR baseia-se, principalmente, na 

detecção de genes mcr e suas principais vantagens são a capacidade de ser utilizado tanto a 

partir de culturas prévias como em amostras biológicas e culturas de vigilância, e de detectar 

os genes mesmo em quantidades pequenas de matérias genético, o que a torna uma metodologia 

sensível e altamente específica (frequentemente de 100%), além de apresentar um curto TAT 

(<2h) (Bontron et al., 2016; Chabou et al., 2016; Donà et al., 2017; Nabti et al., 2020; Nijhuis 

et al., 2016; Tolosi et al., 2020). 

 Para tornar os métodos de PCR ainda mais acessíveis e úteis na prática laboratorial, as 

os ensaios de PCR multiplex, ou seja, que avaliam mais de uma região do material genético ao 
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mesmo tempo conferem a vantagem de possibilitar, em um mesmo protocolo, a pesquisa de 

variações do gene mcr ou até mesmo de outros genes de resistência de importância clínica, com 

altos índices de sensibilidade e especificidade (>92%) (Girlich et al., 2020, 2019a; Hatrongjit 

et al., 2018; Jousset et al., 2019; Lei et al., 2019; Lescat et al., 2018; Li et al., 2017; Rebelo et 

al., 2018; Teo et al., 2018). Entretanto, estas metodologias possuem um alto custo de 

implantação e manutenção, além de necessitarem de profissionais capacitados para sua 

execução (Caniaux et al., 2017). 

 

CONCLUSÕES 

 

Apesar dos inúmeros avanços em relação às técnicas e metodologias disponíveis, a 

detecção de resistência a polimixinas ainda constitui um desafio para os laboratórios de análises 

clínicas, visto que não há, até o momento, um método que seja pouco oneroso, financeiramente 

aplicável e apresente resultados fidedignos em todas as principais espécies envolvidas neste 

mecanismos de resistência. 

Desta forma, conclui-se que possivelmente não haverá um método universal que atenda 

às necessidades de todos os laboratórios. Porém, a associação de duas ou mais técnicas pode 

ser viável, visto que desta maneira é possível atender as necessidades clínicas com métodos de 

screening e de determinação de níveis de concentração inibitória mínima, e obter a confirmação 

de mecanismo de resistência para fins epidemiológicos com outros testes. 
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4 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 A detecção de resistência a polimixinas se apresenta como um notável problema no 

âmbito laboratorial e, apesar de inúmeras técnicas terem sido desenvolvidas e estarem em 

aperfeiçoamento ainda não há um método que atenda a todos os requisitos recomendados pelas 

entidades da área, seja pouco oneroso, acessível financeiramente e ao mesmo tempo apresente 

bons resultados em todas as principais espécies envolvidas neste mecanismos de resistência. 

De fato, nota-se que alguns problemas são recorrentes em diferentes técnicas, como é o 

caso da heteroresistência em cepas de Enterobacter spp. Diferentemente da resistência 

tradicional, onde toda a linhagem bacteriana é resistente a um determinado medicamento, a 

heteroresistência consiste na presença de uma subpopulação de células bacterianas resistentes 

ao antibiótico, dentro de uma população suscetível. Este fenômeno é, muitas vezes, subestimado 

ou não detectado, levando a falhas no tratamento, uma vez que as células suscetíveis são 

eliminadas enquanto a subpopulação resistente sobrevive e se reproduz rapidamente. Por isso, 

há a necessidade de métodos específicos para detecção deste fenômeno, especialmente quando 

a subpopulação é excessivamente baixa e, portanto, ainda mais difícil de detectar (Bardet & 

Rolain, 2018; Sherman et al., 2019). 

Outro desafio é a melhoria na execução dos testes de sensibilidade, uma vez que 

atualmente ainda apresentam uma série de desafios, tais como: a má difusão da droga em ágar, 

as propriedades policatiônicas da molécula da droga que se adere a superfícies negativamente 

carregadas e a variação de composição química do medicamento (Bardet & Rolain, 2018). 

Além disso, há uma considerável discrepância entre os métodos para a detecção de 

resistência à polimixinas, principalmente no que diz respeito a execução técnica. Resultados 

inconsistentes não contribuem para avanços na resolução da atual questão chave com relação 

as polimixinas, que é a determinação do melhor método para a detecção de resistência. 

Por isso, uma análise crítica deve ser feita antes da implementação de um método com 

este objetivo, levando em consideração as recomendações vigentes, as reais necessidades do 

laboratório e as metodologias utilizadas nos estudos que serviram de embasamento para a 

tomada de decisão, visto que nem sempre refletem as recomendações metodológicas atuais. 

Sendo assim, é possível concluir que dificilmente haverá um método universal capaz de 

atender as necessidades de todos os laboratórios. Seja pela ampla variedade de condições 

estruturais e financeiras das instituições, seja pelas características de interesse epidemiológico 

locais. Entretanto, a associação de técnicas parece ser um caminho viável, visto que é possível 

atender as necessidades clínicas com métodos de screening e de determinação de níveis de 
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concentração inibitória mínima com alguns testes, e obter a confirmação de mecanismo de 

resistência para fins epidemiológicos com outros testes. 
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