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RESUMO

As polimixinas, em diversos cendrios clinicos, sdo a ultima escolha para o tratamento de infec¢oes
causadas por bacilos gram-negativos multirresistentes. Assim, e considerando a emergéncia e
disseminacdo crescente de isolados resistentes, a determinacdo da suscetibilidade a esses
antimicrobianos reveste-se de particular importancia. No entanto, a microdilui¢cdo em caldo, que é o
método de referéncia de acordo com CLSI e EUCAST, ¢ trabalhosa e requer até 20 horas de
incubacdo. Os outros meétodos rotineiramente utilizados em laboratorios de microbiologia clinica,
ndo sdo acurados o suficiente para esse fim. Dessa maneira, o objetivo dessa revisao bibliografica
foi avaliar a performance de dois métodos alternativos: elui¢do de disco em caldo e o teste rapido de
polimixina NP. Os dois métodos apresentaram resultados satisfatorios com alta correlagdo com a
microdiluicdo em caldo. A maioria dos erros ocorreu com os isolados apresentando MICs
borderline. Apesar disso, podem ser uma boa alternativa para determinar a suscetibilidade as
polimixinas. O surgimento de resisténcia as polimixinas tem se tornado um grande problema
mundial, e a deteccdo correta, através de metodologias rapidas e/ou de facil execucdo e com
custo/beneficio otimizado, é de grande importancia para os laboratorios clinicos.

Palavras-chave: polimixinas; bacilos gram-negativos; resisténcia; eluicdo de disco em caldo de

polimixina; teste rapido de polimixina NP

ABSTRACT

Polymyaxins, in several clinical settings, are the last choice for the treatment of infections caused by
multidrug-resistant gram-negative bacilli. Thus, and considering the emergence and increasing
spread of resistant isolates, determining susceptibility to these antimicrobials is of particular
importance. However, broth microdilution, which is the reference method according to CLSI and
EUCAST, is laborious and requires up to 20 hours of incubation. The other methods routinely used
in clinical microbiology laboratories, are not accurate enough for this purpose. Thus, the objective
of this literature review was to evaluate the performance of two alternative methods: broth disk
elution and the rapid polymyxin NP test. Both methods showed satisfactory results with a high
correlation with broth microdilution. Most errors occurred with the isolates with borderline MICs.
Despite this, they can be a good alternative for determining susceptibility to polymyxins. The
emergence of resistance to polymyxins has become a major worldwide problem, and the correct
detection, through rapid and/or easy methodologies and with an optimized cost/benefit, is of great
importance for clinical laboratories.

Keywords: polymyxins; gram-negative bacilli; resistance; polymyxin broth disk elution; rapid

polymyxin NP test
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Introducéo

Ha cerca de 80 anos, farmacos antimicrobianos seguros e eficazes vém sendo utilizados na
medicina humana para o tratamento de infec¢Ges bacterianas, reduzindo consideravelmente a
morbidade e mortalidade associadas a essas doencas. Porém, tem sido observada, nos ultimos anos,

a rapida emergéncia e disseminacdo de microrganismos resistentes a esses farmacos (1,2).

A ocorréncia de resisténcia é um fendmeno naturalmente esperado, pois muitos dos
determinantes genéticos de resisténcia circulam nos mais diversos nichos ecoldgicos desde antes do
desenvolvimento e uso clinico dos antimicrobianos, caracterizando as resisténcias intrinsecas de
alguns microrganismos, protegendo essas bactérias em seus habitats naturais. Alguns desses genes
evoluiram e tém evoluido, no entanto, para codificarem componentes associados a mecanismos de
resisténcia contra os farmacos antimicrobianos utilizados na pratica clinica desde meados da década
de 1940, tornando a resisténcia bacteriana um dos principais desafios no contexto de saude publica

mundial atualmente (1,2).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista de patdgenos
resistentes a antimicrobianos, os quais foram divididos em trés categorias de acordo com a urgéncia
de desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de infec¢Bes causadas por eles. O grupo
mais critico inclui bactérias multirresistentes que assolam principalmente hospitais, lares de idosos,
pacientes que necessitam de ventiladores mecanicos ou que tém cateteres venosos implantados.
Nessa lista, estdo incluidos: Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos,
Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, e Enterobacteriaceae resistentes as

cefalosporinas de 32 geracao e resistentes aos carbapenémicos (3,4).

As infeccbes causadas por bacilos gram-negativos (BGN) multirresistentes séo,
frequentemente, dificeis de tratar, estdo associadas a desfechos clinicos ruins, a altas taxas de
morbidade e mortalidade, e se tornaram um grande desafio, especialmente nas instituicoes
relacionadas aos cuidados com a saude (5). Isso porque tais microrganismos associam suas
caracteristicas intrinsecas de resisténcia a uma grande habilidade de adquirir resisténcia através de
mecanismos de trocas genéticas horizontais ou de alteracGes, especialmente mutacGes, em genes

cromossdmicos. Dessa forma, eles impdem grande restricdo as opcdes de tratamento (6).

Devido a resisténcia frente a multiplos antimicrobianos, e ao limitado nimero de novos
antimicrobianos liberados para uso clinico nos ultimos anos, observou-se o interesse clinico em uma
classe de antimicrobianos que, h& anos, tinha seu uso clinico extremamente limitado: as

polimixinas, representadas pela polimixina B e pela colistina (polimixina E). Esses antimicrobianos



foram amplamente utilizados até a década de 1980, e seu uso foi restringido devido aos seus efeitos
adversos graves, especialmente nefrotoxicidade e neurotoxicidade. No entanto, sua importancia
clinica foi retomada especialmente a partir dos anos 2000, como Ultima escolha no tratamento de
infeccbes causadas por P.aeruginosa e A.baumannii resistentes aos carbapenémicos. Mais
recentemente, seu uso foi expandido para infeccdes causadas por enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, devido a escassez de opcdes terapéuticas e, também, a sua acdo eficaz frente a

essas bactérias (7,8).

Diferentemente do que ocorreu na medicina humana, as polimixinas ndo foram abandonadas
e foram utilizadas ao longo das décadas, e em grandes quantidades, na criacdo de animais para
consumo humano. O objetivo de seu uso estd pautado na prevencdo e tratamento de doencas
infecciosas causadas por enterobactérias, e também como aditivo no alimento para a promogéo de

crescimento animal (9).

A frequéncia da resisténcia as polimixinas se manteve relativamente baixa entre animais ao
longo dos anos. Porém, a identificacdo de um gene de resisténcia localizado em plasmideos,
transferivel horizontalmente, o mcr-1 (mobile colistin resistance), em 2015 (10), alertou para a
disseminacdo dessa resisténcia, com relatos de enterobactérias carreando o gene mcr-1 em varias
partes do mundo, tais como Asia, Africa, Europa e América do Norte (11). Devido a isso e a
emergéncia da resisténcia as polimixinas, em 2016, o Ministério da Agricultura da China proibiu o
uso da colistina como aditivo alimentar para promover o crescimento animal, norma que foi seguida
por outros paises (12,13). O Brasil € um dos maiores exportadores de carnes de aves do mundo, e
apos uma analise reportando que 60% das amostras de frango eram positivas para Escherichia coli
carreando o mcr-1, o uso da colistina como aditivo alimentar foi banido, também em 2016 (14).
Porém, o seu uso continua disponivel para o tratamento de doencas em animais de criacdo, levando

a uma pressdo moderada de selecdo sobre bactérias de origem animal (13).

A ocorréncia de resisténcia as polimixinas tem frequéncia variada nas diferentes regifes do
mundo. Enquanto em alguns paises ela ainda é baixa, outros tém enfrentado um aumento crescente
nas taxas de resisténcia, devido ao seu uso abrangente no tratamento de infec¢cbes causadas por
isolados multirresistentes (15). Um estudo do SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, de
2009, que avaliou a atividade da colistina e polimixina B frente aos BGN, relatou baixas taxas de
resisténcia a polimixina B em Acinetobacter spp. (0,8%), P.aeruginosa (< 0,1%), E.coli (< 0,1%) e
taxas um pouco maiores em Klebsiella spp. (1,4%), demonstrando uma tendéncia de aumento de
resisténcia para a Klebsiella spp. em regides da Asia e América Latina, onde as polimixinas se

tornaram mais prescritas (16). De fato, estudos mais recentes identificaram um aumento nos niveis



de resisténcia a colistina entre isolados de Klebsiella pneumoniae multirresistentes aos
antimicrobianos, particularmente entre isolados resistentes aos carbapenémicos, culminando na

ocorréncia de surtos causados por esses microrganismos na America do Norte e Europa (9).

No cidade de Sao Paulo, Brasil, foi relatado um aumento na resisténcia a polimixina B de
0% em 2011, para 27,1% em 2015, em isolados de K.pneumoniae produtoras de KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) (17). Esse aumento estd associado, pelo menos parcialmente, ao
aumento do uso de polimixina B como terapia para as infec¢Ges causadas por BGN
multirresistentes, e esta se tornando um grande desafio para o tratamento clinico dessas infeccdes.
Novas opcdes de tratamento, tais como a ceftazidima-avibactam e o ceftolozane-tazobactam, foram
aprovados recentemente, em 2018, pela ANVISA (18,19). No entanto, esses antimicrobianos séo
mais custosos, tém atividade limitada frente a algumas carbapenemases e sua disponibilidade ainda

é restrita, de forma que a polimixina B permanece sendo muito utilizada no Brasil.

Diante desse cendrio, sdo necessarios testes de suscetibilidade que possam guiar o
tratamento e monitorar a ocorréncia de resisténcia as polimixinas. Porém, as caracteristicas fisico-
quimicas das polimixinas e algumas peculiaridades bacterianas dificultam a realizacdo dos testes,
incluindo (i) sua natureza catibnica, que acarreta a adsorcdo do composto aos materiais plasticos
usados para realizar os testes; (ii) sua ma difusdo em agar devido ao seu grande tamanho molecular;
(iii) a ocorréncia de heterorresisténcia em algumas espécies, dificultando a interpretacdo de alguns
testes de suscetibilidade. Tais caracteristicas fazem com que sejam poucas as metodologias

laboratoriais confiaveis para determinar a suscetibilidade as polimixinas (8,20).

O Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI) e o European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ndo recomendam disco difusdo e as fitas de
gradiente de concentracdo de antibidtico para a determinacdo da suscetibilidade as polimixinas
(21,22), ja& que apresentam performances abaixo do ideal para esse fim (23,24). Os sistemas
automatizados também ndo sdo acurados o suficiente para a determinagdo da suscetibilidade as
polimixinas, com relatos de isolados falsos suscetiveis e alta taxa de erros, apresentando uma
confiabilidade moderada (9,25,26).

Assim, CLSI e EUCAST definem a microdiluicdo em caldo (broth microdilution - BMD)
como método de referéncia. No entanto, essa € uma metodologia trabalhosa, podendo ndo ser
ajustavel a rotina de alguns laboratérios de microbiologia clinica. Além disso, a preparacdo manual

das placas que inclui a diluicao seriada do antimicrobiano pode levar a erros significativos (9,20).



Nesse contexto, em 2020 o CLSI endossou, ap06s a publicacdo de evidéncias cientificas, a
utilizacdo de eluicdo de disco em caldo e diluicdo em agar para determinar a suscetibilidade a
colistina, porém essas metodologias ndo foram endossadas para a polimixina B (22,27).

De fato, a maioria dos trabalhos avaliando meétodos para determinar a suscetibilidade as
polimixinas utiliza a colistina ao invés da polimixina B como substrato. Diversos autores propondo
metodologias alternativas realizaram testes apenas com a colistina (27-32). Apesar de a colistina ser
mais amplamente utilizada em muitos paises, incluindo Europa e vérias regifes dos Estados Unidos,
outros possuem disponibilidade apenas da polimixina B, como € o caso do Brasil. Além disso,
muitas instituicdes de saude preferem sua utilizacdo, pois ela possui um perfil levemente mais
seguro em relacdo a nefrotoxicidade se comparado a colistina, o que reforca a necessidade de mais
estudos envolvendo a polimixina B (27,33).

Diante do cendrio atual, sdo necessarios novos estudos para a avaliacdo de testes alternativos
para a determinacdo da suscetibilidade especificamente a polimixina B, considerando que, apesar da
similaridade, a colistina e a polimixina B sdo farmacos distintos e devem ser tratados como tal,
inclusive no que se refere aos testes de suscetibilidade. Nesta revisdo bibliografica descritiva, sdo
abordados dois testes alternativos de suscetibilidade a polimixina B: eluicdo de disco em caldo e o
teste rapido de polimixina NP. Assim, o objetivo é revisar a performance desses testes em relacao a
microdiluicdo em caldo, bem como os aspectos relacionados a praticidade de realizac&o,

considerando a aplicabilidade para os laboratdrios de microbiologia clinica.
Polimixinas
1. Estrutura

As polimixinas foram isoladas pela primeira vez em 1947, a partir da bactéria Paenibacillus
polymyxa (34). Essa classe de antimicrobianos é composta por cinco polimixinas diferentes: A, B,
C, D, e E, sendo que apenas a B e a E (colistina) tém aplicabilidade clinica (5). Sdo peptideos
policatibnicos constituidos por um anel heptapeptidico, com uma cadeia lateral tripeptidica,
residuos de &cido diaminobutirico (Dab), os quais sdo policatidnicos em pH 7,4, e com uma cauda
de &cido graxo N terminal. Devido as suas regides hidrofilicas e hidrofdbicas, sdo anfipaticas, o que
é essencial para sua atividade (35).

A polimixina B e a colistina possuem estrutura muito semelhante, diferindo apenas por um
aminoacido na posicdo 6 do anel heptapeptidico, sendo uma fenilalanina e uma leucina,
respectivamente (35). No entanto, apesar desta grande semelhanca estrutural, colistina e polimixina

B possuem perfis farmacocinéticos e farmacodinamicos (PK/PD) distintos. A polimixina B possui



maiores variacOes de picos e vales de concentracdo sérica, enquanto que a colistina possui uma
concentragdo mais “plana”, o que pode resultar em aumento da exposi¢cdo do antimicrobiano as
células renais, sugerindo para a polimixina B um perfil relativamente mais seguro de toxicidade
renal. Sdo recomendadas para a colistina, doses de manutencdo mais elevadas, a fim de otimizar as
concentragdes séricas, 0 que pode contribuir diretamente para o risco de nefrotoxicidade (33).

Além disso, a colistina € administrada como um prd-farmaco inativo, o colistimetato de
sodio (CMS), enquanto a polimixina B é administrada via intravenosa na sua forma ativa como sal
sulfato. O uso do CMS tem sido associado a mais casos de nefrotoxicidade, devido aos compostos

maultiplos que sdo formados na conversdo em colistina (36).

2. Espectro de atividade e mecanismo de agdo

As polimixinas ndo sdo ativas contra cocos gram-negativos, bactérias gram-positivas e
bactérias anaerdbias. Porém, apresentam ampla atividade contra os bacilos gram-negativos, como
membros da ordem Enterobacterales e bacilos gram-negativos ndo fermentadores da glicose, tais
como A.baumannii, P.aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia. No entanto, alguns géneros,
como Burkholderia spp. e algumas espécies de Enterobacterales, como é o caso de Proteus spp.,

Morganella morganii, Providencia spp. e Serratia marcescens apresentam resisténcia intrinseca (9).

Seu mecanismo de agdo relaciona-se diretamente a sua estrutura. O residuo de &acido
diaminobutirico (Dab), presente na estrutura das polimixinas, torna a molécula carregada
positivamente, ocorrendo a interacdo desse residuo com os grupos fosfato dos lipideos da
membrana dos bacilos gram-negativos, especificamente o lipideo A, que sdo carregados
negativamente. Essa interacdo entre as polimixinas e o lipideo A do lipopolissacarideo (LPS)
desloca fons Mg?* e Ca®", 0 que desestabiliza 0 LPS, causando a ruptura da membrana celular
bacteriana e o vazamento do conteudo citoplasmatico, com a consequente morte celular (5,9). Além
disso, devido a ligacdo das polimixinas ao lipideo A do LPS, ocorre a neutralizacdo da endotoxina

liberada pela bactéria durante a lise celular (9).

As polimixinas possuem, ainda, mecanismos de acao secundarios, tais como a capacidade de
inibir as enzimas respiratorias vitais na membrana bacteriana, como as NADH-quinona
oxidorredutase tipo 1l (NDH-2) (37).

3. Mecanismos de resisténcia

Modificaces no LPS que impegam a ligacdo das polimixinas, sdo a esséncia da resisténcia a

esses farmacos. Diversos géneros de bactérias, tais como P.aeruginosa, E.coli, K.pneumoniae,
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Enterobacter spp. e Salmonella enterica sorovar Typhimurium, apresentam cepas que
desenvolveram mecanismos de resisténcia adquirida que modificam a estrutura do LPS, de forma
semelhante ao que é visto na resisténcia intrinseca de Proteus spp., Providencia spp., e Serratia

spp., dentre outras (5,9).

A modificacdo do LPS ocorre devido a mutag6es nos sistemas de transducéo de sinal de dois
componentes que regulam os genes envolvidos na sintese do LPS. O principal mecanismo é a
adicdo de residuos de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (L-Ara4N) e/ou fosfoetanolamina (PEtN), que
sdo carregados positivamente, no lugar de um grupo fosfato (carregado negativamente) no lipideo A
(38).

Quando o microrganismo detecta situacOes de estresse, como condic¢do de crescimento com
baixo Mg**, Ca®*, pH &cido, alta concentracdo de Fe*" e presenca de compostos catiénicos, como as
polimixinas, as enzimas histidina quinases PhoQ e PmrB ativam, via fosforilacdo, o sistema
regulador de dois componentes PhoP-PhoQ e PmrA-PmrB, respectivamente. Em seguida, ocorre a
ativacdo dos operons arnBCADTEF e pmrCAB, levando a sintese e adicdo de L-Ara4N e PEtN ao
lipideo A (8,15).

Essa ligacdo de residuos com carga positiva ao lipideo A reduz sua carga negativa,
diminuindo a afinidade pelas polimixinas carregadas positivamente, o que leva a resisténcia (38).

Outro mecanismo descrito inicialmente em isolados de A.baumannii, envolve a inativacéo
de genes de biossintese do LPS, seja por inser¢fes ou delecBes nesse operon, resultando na perda
completa do lipideo A, impedindo a ligagdo das polimixinas. Como forma de compensar a
integridade da membrana externa, os isolados resistentes regulam positivamente a expressao de
genes de biossintese e alteracdes na producédo de proteinas, responsaveis por uma membrana externa

funcional e que contribui para a sobrevivéncia da bactéria na auséncia de LPS (5,39).

Em relacdo a K.pneumoniae, a inativacdo do gene mgrB, que é um regulador negativo do
sistema PhoP-PhoQ, demonstrou ser o principal, embora ndo o Unico, mecanismo de resisténcia as
polimixinas. Em um estudo realizado na cidade de S&o Paulo, Brasil, dez isolados resistentes a
polimixina B exibiram interrupcdo desse gene por sequéncias de insercdo ou mutagdes missense
(40). Ainda, a presenca da capsula polissacaridica aniénica em K.pneumoniae atua como uma
barreira protetora. Essa capsula € conectada ao LPS do microrganismo por uma interagdo ionica,
estabilizada por cations divalentes. Na presenca das polimixinas que sdo compostos catidnicos,

ocorre a perturbacdo dessas interacdes, causando a liberacdo dos polissacarideos capsulares
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anibnicos, que aprisionam 0s peptideos antimicrobianos. Esse mecanismo colabora para a

diminuicao da quantidade de farmaco disponivel, podendo levar a resisténcia as polimixinas (41).

Em 2015, na China, foi caracterizado, pela primeira vez, um gene de resisténcia as
polimixinas localizado em plasmideo, o mcr-1, em um isolado de E.coli recuperado de animais de
criagdo para consumo humano. Esse gene codifica enzimas modificadoras do LPS, as
fosfoetanolamina transferases, que adicionam PEtN ao lipideo A. A partir deste primeiro relato,
houve a identificacdo de variantes dos genes mcr, mcr-1 a mcr-10 (42-47). Desde entdo, o gene mcr
e suas variantes foram identificados em isolados bacterianos recuperados de humanos, animais,

alimentos e amostras ambientais, em diversas regides do mundo (10,15,43,48).

No Brasil, o primeiro isolado clinico positivo para 0 mcr-1 foi descrito em 2016 (49). Na
regido Sul do Brasil, ja foram descritas amostras clinicas positivas para o mcr-1. Em 2017, houve a
identificacdo do primeiro isolado recuperado de amostra humana, de E.coli produtor de KPC e
também positivo para 0 gene mcr-1, na cidade de Porto Alegre, Brasil (50). Em seguida, houve a
descricdo de um isolado de K.pneumoniae produtor de KPC positivo para mcr-1, recuperado de
swab retal (51). Em 2018, foram identificados isolados clinicos recebidos em um laborat6rio no
estado do Parand, de E.coli positivas para o mcr-1, destacando um ndmero de 26 isolados carreando
esse gene e que apresentaram MIC de 2 pg/mL (52). Outro estudo, relata a presenca desse gene em
bactérias recuperadas de hemocultura (53). Em 2020, foi descrito o primeiro isolado clinico no

estado de Santa Catarina, carreando o gene mcr-1.1 (54).

Apesar da rapida disseminacdo de plasmideos carreando genes mcr, sua prevaléncia é, até o
momento, mais relevante em isolados bacterianos recuperados de animais. Em amostras de origem
humana, a resisténcia ainda esta predominantemente associada a altera¢cdes cromossdmicas, sendo
que o percentual de isolados bacterianos carreando genes mcr €, até entdo, relativamente baixo
(48,51,52,55).

Testes de Suscetibilidade

Conforme comentado anteriormente nesse texto, CLSI e EUCAST recomendam
microdiluicdo em caldo (BMD) como método de referéncia para definir suscetibilidade as
polimixinas (21,22). Até pouco tempo, esses comités ndo apresentavam pontos de corte clinicos
definidos para enterobactérias em relacdo a polimixina B. O CLSI recomendava a utilizacdo dos
pontos de corte de colistina para a polimixina B e o0 EUCAST possuia apenas pontos de corte
epidemioldgicos para polimixina B. Em 2020, baseado em evidéncias cientificas (27), o CLSI
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reforcou que colistina e polimixina B, apesar de semelhantes, devem ser tratadas como farmacos

diferentes, por isso, devem possuir pontos de corte destinados a cada uma.

No documento do CLSI de 2020, foram publicados pontos de corte para colistina e
polimixina B para Enterobacterales, P.aeruginosa e Acinetobacter spp. (Tabela 1). Para essas
bactérias, ndo foi definida a categoria de “sensibilidade”, apenas categorias “intermediaria” e
“resistente”. Essa decisdo foi baseada em dados clinicos e de PK/PD que sugerem que esses
farmacos tém eficacia clinica limitada, independentemente da concentracdo inibitdria minima
(minimum inhibitory concentration — MIC) obtida, e por isso ndo devem ser avaliados como

suscetiveis (22).

Tabela 1. Pontos de corte clinico de Colistina e Polimixina B pelo CLSI (22).

Interpretacgéo e Pontos de Corte de

Pat6geno Antimicrobiano MIC (ug/mL)
Intermediario Resistente

Colistina <2 >4

Enterobacterales M—
Polimixina B <2 >4
) Colistina <2 >4

P.aeruginosa —
Polimixina B <2 >4
Colistina <2 >4

Acinetobacter spp.

Polimixina B <2 >4

Além da BMD, no documento de 2020, o CLSI descreve a possibilidade de utilizagdo de
dois testes alternativos: a elui¢do de disco em caldo (broth disk elution - BDE) e a dilui¢cdo em &gar.
No entanto, deve-se ressaltar que eles foram aprovados pelo comité para utilizacdo com colistina.
As mesmas metodologias utilizando polimixina B ndo foram avaliadas e os testes descritos para a
colistina ndo podem ser adaptados para a polimixina B. Portanto, apenas a BMD é recomendada
para avaliar a suscetibilidade & polimixina B pelo CLSI, e também pelo EUCAST (22,27).

Dessa forma, é fundamental a avaliacdo de métodos para a determinagdo da suscetibilidade
especificamente para a polimixina B. Como ja descrito anteriormente, muitos paises ainda utilizam
a polimixina B como forma de tratamento para infecgOes causadas por BGN multirresistentes, como
é 0 caso do Brasil. Ainda, a polimixina B apresenta menos efeitos toxicos renais em comparacao
com a colistina, o que faz com que algumas instituicdes prefiram utiliza-la (27,33). Enquanto novos
agentes antimicrobianos, tais como as novas combinagdes de beta-lactdmicos com inibidores de

13



beta-lactamases ndo estdo disponiveis em todas as partes do mundo, ou essa disponibilidade é
restrita, deve-se avaliar maneiras de facilitar a rotina laboratorial para a determinagdo da

suscetibilidade & polimixina B.

Os resultados de estudos avaliando disco difuséo e fitas com gradiente de concentracdo do
antimicrobiano tém sido ruins (23,24) e o grande problema desses métodos baseados em difusao
estd na estrutura das polimixinas, que sdo moléculas de alto peso molecular e catiénicas, e por isso
ndo se difundem bem no agar utilizado para esses ensaios. Por esse motivo, a deteccdo de
resisténcia se torna errénea, com relatos de isolados resistentes que foram considerados falsamente

suscetiveis (9).

Fitas de gradiente de concentracdo do antibi6tico, tais como o Etest®, apresentam
porcentagem de erros para polimixina B tdo altas quanto 26,1% e para colistina de 15,7%. Os
resultados subestimam a resisténcia aos antimicrobianos, sendo descrito niveis de suscetibilidade a
polimixina B muito maiores para o Etest® (97%) em comparacdo com BMD (77%) (23,24). Ainda,
quando testado apenas K.pneumoniae produtoras de KPC, a porcentagem de erros para o Etest®
parece ser ainda maior (56). O disco difusdo também apresenta resultados de falsa suscetibilidade,

com erros maiores de até 11,5% para a polimixina B (23).

Um documento publicado em conjunto pelo CLSI e EUCAST recomenda o0 método de BMD
padrdo 1SO-20776, que preconiza o uso de placas de poliestireno simples com sais de sulfato de
polimixinas, sem o uso de aditivos como 0 polissorbato-80 (P-80) ou outros surfactantes (57).
Mesmo tendo conhecimento de que o P-80 alivia a adsor¢do do antimicrobiano aos plésticos das
placas, 0 seu uso nao é recomendado, pois ele apresenta um efeito sinérgico com as polimixinas e

possui leve atividade antibacteriana (8).

Apesar de ser considerado o método de referéncia, a BMD apresenta alguns problemas
como o fato de ser trabalhosa e a preparacdo manual das solugdes antimicrobianas poderem levar a
erros significativos. Ainda, ha relatos de resultados de MIC nao interpretaveis devido a presenca de
skipped wells, ou seja, pogcos que ndo apresentam crescimento, enquanto em pogos com
concentra¢fes mais altas de antimicrobianos, o crescimento é observado. 1sso pode ser causado pelo
fendmeno de heterorresisténcia, observado mais frequentemente em algumas espécies de bactérias,
tais como Enterobacter spp. e A.baumannii e que se caracteriza pela presenca de subpopulacdes
bacterianas com niveis maiores de resisténcia ao antimicrobiano do que o resto da populagdo em

uma mesma cultura (58).
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Estudos com testes alternativos vém sendo realizados a fim de estabelecer, um método
confiavel, barato e de bom desempenho em laboratorios clinicos de microbiologia. A seguir, seréo

discutidas as metodologias de eluicdo de disco em caldo (BDE) e o teste rapido de polimixina NP.
Testes Alternativos
1. Eluicéo de disco em caldo

O método de BDE baseia-se na eluicdo do contetdo de discos de antimicrobiano em caldo
Mueller-Hinton, a temperatura ambiente, seguido da inoculacdo de uma concentracdo definida de
suspensdo bacteriana. O crescimento de isolados resistentes nessa solucdo é observado apés a
incubacéo por 16-20h a 35°C (29).

Essa metodologia foi originalmente descrita em meados da década de 1970 e 1980 para
determinar a suscetibilidade de bactérias anaerdbias a antimicrobianos como penicilina, ampicilina,
tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol e beta-lactimicos como moxalactam e piperacilina (59-61).
BDE vem sendo avaliado recentemente para determinar a suscetibilidade as polimixinas, a fim de
comprovar sua eficacia e facilidade de execucdo para os laboratérios clinicos. Os primeiros estudos
descritos foram sobre a eluicdo de disco de colistina (CBDE) (27-29), seguido de apenas um estudo

que avaliou a execucdo da eluicdo do disco de polimixina B (PBDE) (62).

Simner et al. (2019) realizaram o primeiro estudo avaliando a performance de eluicdo de
discos de colistina, comparando com o metodo de referéncia, BMD. Foram analisados trés
conjuntos de isolados clinicos, resultando num total de 172 bactérias, incluindo enterobactérias,
P.aeruginosa e A.baumannii. O método de CBDE foi realizado com quatro tubos por isolado,
contendo 10 mL de caldo Mueller-Hinton céation-ajustado (cation-adjusted Mueller-Hinton broth -
CA-MHB), onde foram adicionados 0, 1, 2 e 4 discos de colistina de 10 ug, resultando em uma
concentracéo final de O (controle de crescimento), 1 pg/mL, 2 pg/mL e 4 pg/mL, respectivamente.
Os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 30 minutos para que ocorresse a eluigdo do
antibiético dos discos no caldo. Os indculos bacterianos foram preparados suspendendo coldnias
frescas em uma solucdo salina até atingir turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland. Dessa suspensdo, uma aliquota de 50 pL foi adicionada a cada tubo, resultando em uma
concentracdo final de 7,5 x 10° UFC/mL de bactéria. A MIC foi determinada visualmente apds 16-
20h de incubagdo a 35°C, observando-se a turvacdo do meio nos diferentes tubos, indicando

crescimento bacteriano (29).
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Dalmolin et al. (2019) avaliaram o desempenho de trés variacfes de eluicdo com volumes
diminuidos dos reagentes, a microeluicdo em caldo de colistina (CBM), teste de placas de
microeluicdo (MPT) e um teste de tubo de ensaio (CSTT). Os testes foram realizados como descrito
por Simner et al. (2019), com algumas modificagOes: a eluicdo dos discos foi feita em temperatura
ambiente por 60 minutos; para 0 MPT a solucdo CA-MHB com a colistina eluida foi fracionada a
200 pL em cada poco de placas de microtitulacdo; o CSTT foi realizado em tubo de ensaio com
apenas uma concentragdo final de 2 pg/mL de colistina, equivalente ao ponto de corte para
suscetibilidade (28).

Um estudo multicéntrico foi realizado por Humphries e colaboradores (2019) avaliando 627
testes de CBDE em isolados de enterobactérias, P.aeruginosa e Acinetobacter spp. Os testes foram
realizados por trés laboratdrios, onde cada um avaliou um mesmo painel de isolados, a fim de
determinar a concordancia interlaboratorial, e ainda, avaliaram uma colecdo de isolados clinicos
proprios. Alguns isolados foram excluidos da andlise devido a diversos fatores, como resultados
discordantes de BMD e a presenga de skipped wells observados mesmo apds as repeti¢es dos
testes, de forma que ndo foi obtida a MIC de referéncia para comparacdo dos resultados.
A.baumannii obteve a maioria dos resultados discordantes, refletindo em 17 isolados excluidos do
estudo. O teste de CBDE foi executado como descrito por Simner et al. (2019) porém, as
concentragOes finais de colistina obtidas foram de 0 pg/mL, 0,4 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL e 4
pg/mL (27).

Os trés estudos realizaram a comparagdo dos resultados de CBDE e BMD, definindo a
concordancia categorica — CA (categorical agreement - porcentagem de isolados com a mesma
categoria de resultado — resistente/suscetivel — comparando com BMD), concordancia essencial —
EA (essential agreement - porcentagem de isolados com MICs dentro de + 1 diluicdo da BMD),
erros maiores — ME (major errors - resistente pelo novo método e suscetivel por BMD) e erros
muito maiores — VME (very major errors - suscetivel pelo novo método e resistente por BMD). Se
CA e EA fossem > 90% e ME e VME < 3%, os resultados eram considerados aceitaveis (27-29).

Os resultados obtidos estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos para o0 método de CBDE em compara¢do com 0 método de
referéncia BMD.
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Total de

Referéncia | Método | , ° = | Enterob® NF® | CA(%) | EA(%) | ME(%) | VME(%)
Simner
et al. (2019) CBDE 172 114 58 98 99 0 8
(29)
68 - 91,18 95,59 16 4,65
CBM

- 17 76,47 82,35 33,33 12,5

Dalmolin 68 ] 8529 | 9853 20 11,63
et al. (2019) MPT 85
(28) ; 17 | 7647 | 7647 | 2222 25
68 ; 91,18 ] 12 6.98
CSTT
; 17 | 8235 ; 0 375
Humphries
etal. (2019) | CBDE 627 348 279 | 979 94 4 09 32
(27)

#~Numero de isolados pertencentes & ordem Enterobacterales.

® _ NGmero de isolados ndo fermentadores da glicose (P.aeruginosa e Acinetobacter spp.).

Para Simner et al. (2019), os resultados obtidos foram promissores. Foi observado um VME
de 8% pois, dos 6 isolados de E.coli que carreavam mcr-1 avaliados no estudo, 3 deles
apresentaram resultados falso-negativos. A partir desse dado foi recomendado que resultados de
MIC > 2ug/mL obtidas por CBDE, devem ser confirmados pelo método de BMD, verificando a
presenca de genes mcr. Ainda, alguns isolados apresentaram skipped wells por BMD, mas isso foi
resolvido pela repeticéo do teste (29).

Dalmolin et al. (2019), descreveu que 34 isolados eram suscetiveis (MIC < 2 pg/mL) e 51
eram resistentes (MIC > 4 pg/mL) a colistina, pelo método de BMD. Para o teste de CBM, 3
isolados resistentes apresentaram MIC < 2 pg/mL, e 7 isolados suscetiveis demonstraram
resisténcia por esse método, de modo que a maioria dos resultados divergentes foram observados
para BGN nédo fermentadores da glicose, resultando em um ME de 33,33% e VME de 12,5%. Para
0s métodos de MPT e CSTT, ocorreram 14 e 9 discordancias categoricas, respectivamente,

destacando um VME de 37,5% para ndo fermentadores da glicose pelo teste de CSTT (28).
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As enterobactérias exibiram resultados satisfatorios, mesmo que alguns resultados
discrepantes tenham ocorrido em isolados que apresentaram MIC de 2 a 4 pg/mL por BMD, que
equivalem aos pontos de corte. Isso resulta em mudancas categdricas, apresentando os valores de
ME e VME descritos na Tabela 2. Os BGN ndo fermentadores da glicose apresentaram resultados
insatisfatorios, porém o nimero de isolados avaliados para esse grupo foi restrito (20%), o que pode

ter sido uma limitacéo (28).

Para Humphries et al. (2019), a EA e CA foram de 94,4% e 97,9%, respectivamente. As
discrepancias categoricas ocorreram principalmente para A.baumannii e E.coli produtoras de mcr-1,
que apresentam MICs proximas ao ponto de corte (27), como descrito também por Simner et al.
(2019) (29). De fato, foram descritos para Acinetobacter spp. um VME de 5,6% e ME de 3,3% (27).

A partir dos resultados de Humphries et al. (2019) (27), o CLSI endossou 0 método de
CBDE para determinar a suscetibilidade de colistina em enterobactérias e P.aeruginosa, ndo sendo
recomendado para Acinetobacter spp. devido as altas taxas de erros e o grande nimero de isolados

excluidos desse estudo.

Diante do exposto, o CBDE se mostrou um método pratico, eficiente e confiavel,
apresentando valores de CA aceitaveis (acima de 90%), principalmente para enterobactérias. No
entanto, nenhum teste de eluicdo especificamente para a polimixina B havia sido descrito, até Cielo
et al. (2020) publicarem o primeiro estudo avaliando o método de elui¢do do disco de polimixina B
(PBDE), como um teste de triagem para detectar enterobactérias resistentes a polimixina B (62). O
método foi realizado de forma semelhante a CBDE descrito por Simner et al. (2019) (29), devendo-
se atentar ao fato de que os discos de polimixina B comercialmente disponiveis possuem 300 U de
antimicrobiano, que equivale a 30 ug do farmaco. Portanto, o volume de CA-MHB utilizado foi
maior. Foi utilizada a Unica concentracdo de 2 pg/mL de polimixina B (um disco em 15 mL de CA-
MHB), a qual equivale ao ponto de corte descrito pelo CLSI, permitindo, assim, uma diferenciacéo
qualitativa entre isolados susceptiveis e resistentes (62).

Foram avaliados 196 isolados de enterobactérias. O PBDE apresentou excelentes resultados
com uma CA de 99,5%, e apenas um isolado de K.pneumoniae com MIC > 4 ug/mL foi

caracterizado como um falso-negativo. Isso refletiu em um VME de 1,11% e o ME foi de 0% (62).

De fato, os isolados que apresentam MICs proximas ao ponto de corte se mostram um
desafio quando testes de suscetibilidade sdo avaliados, ja que s@o esses isolados que estdo
frequentemente associados aos VME e ME encontrados. Isso porque a variagédo aceita de diluigdo +
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1, implica, nesses casos, em mudancas categoricas para esses isolados, como podemos perceber
nesse estudo (62), e também no estudo de Dalmolin et al. (2019) e Humphries et al. (2019) (27,28).

O estudo de Cielo et al. (2020) (62) ndo incluiu bactérias que carreavam 0 gene mcr, 0 que
pode ter sido uma limitacdo, e avaliou apenas uma concentracdo de 2 pg/mL de polimixina B, de
forma que, estudos envolvendo concentragdes mais baixas e altas devem ser realizados a fim de

verificar a possibilidade do método de definir de forma acurada a MIC.

E importante ressaltar que o material utilizado para realizar a BDE sdo tubos de vidro,
exceto na variacdo utilizando microplacas proposta por Dalmolin et al. (2019), o que evita a
adsorcdo das polimixinas aos plasticos usados em outras técnicas, como a BMD, eliminando, assim,
um interferente na metodologia (28). Porém, para o teste de microplacas de Dalmolin et al. (2019)
foi obtido um VME de 25% para BGN nado fermentadores da glicose, enquanto que para o teste de
tubos de ensaio (CSTT) o VME chegou a 37,5%. No entanto, no CSTT foi avaliada apenas a
concentragdo de 2 pg/mL de colistina, o que pode ter influenciado. Para o teste de microelui¢do
(CBM) obteve-se VME de 12,5% para BGN ndo fermentadores da glicose, um resultado melhor se

comparado ao teste de microplacas (28).

Deve-se ressaltar que a BDE é uma metodologia barata e facil de realizar, os materiais
necessarios sdo acessiveis e os resultados foram precisos, tanto para a colistina quanto para a
polimixina B, e demonstrou um bom desempenho com valores de CA altos. Cabe comentar que o
Food and Drug Administration (FDA) preconiza como aceitaveis valores de VME < 1,5% e,

utilizando esses parametros, os testes teriam apresentado performance abaixo do esperado (63).

Algumas limitacdes foram relatadas e novos estudos sdo fundamentais para comprovar a
confiabilidade desse método, principalmente para a polimixina B. Sdo necessarios novos trabalhos
com um numero maior de isolados de BGN ndo fermentadores de glicose, bactérias produtoras de
mcr e concentracdes distintas de antimicrobiano. Cabe ressaltar também que, apesar das vantagens,
a BDE demanda tempo, exigindo a incubagdo overnight. Dessa forma, métodos mais rapidos

poderiam ter maior aplicabilidade, como € o caso do teste rapido de polimixina NP.
2. Teste rapido de polimixina NP

Esse meétodo foi desenvolvido para detectar a resisténcia a colistina ou polimixina B em
Enterobacterales. E um teste rapido que apresenta resultados em até 4 horas de incubacéo. Ele é
capaz de identificar a metabolizacdo de glicose pelas bactérias, caracterizando crescimento

bacteriano em uma concentragdo definida de antimicrobiano. Na presenca de bactérias
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fermentadoras da glicose, a cor do meio muda de laranja para amarelo, pela acdo do indicador de

pH vermelho de fenol, evidenciando a formacao de metabdlitos acidos (64).

O teste foi desenvolvido primeiramente por P. Nordmann e L. Poirel em 2016. Sao
utilizados dois reagentes: o primeiro € uma solucédo estoque de polimixinas, que utiliza sulfato de
colistina ou polimixina B em po, diluidos em meio CA-MHB em tubos de vidro. O segundo
reagente é a solucdo rapida de polimixina NP, obtida pela mistura de CA-MHB (2,5%), o indicador
de pH vermelho de fenol (0,005%) e D (+) - glicose anidra a 10% (1%). A solugdo deve ser pré-

aquecida a 37°C antes do uso para evitar atraso no crescimento bacteriano (64).

No estudo pioneiro, foram avaliados 200 isolados recuperados de amostras clinicas
coletadas de diversas regiées do mundo, incluindo 135 enterobactérias resistentes e 65 suscetiveis

as polimixinas. As MICs para todos os isolados foram obtidas pelo método referéncia, BMD (64).

O experimento foi realizado com a colistina. O in6culo bacteriano foi preparado com
turvacdo correspondente aos tubos 3,0-3,5 da escala de McFarland. O teste foi realizado em placas
de microtitulacdo de poliestireno de 96 po¢os. A suspensdo bacteriana foi inoculada em 2 pocos, um
contendo colistina e 0 outro ndo. Os controles negativo e positivo foram realizados da mesma
forma. A concentracdo final de colistina em cada pogo foi de 3,75 pg/mL e a concentracdo de
bactéria foi de 5 x 10° UFC/mL. A placa foi incubada & 35°C por 4 horas em ar ambiente, sem

lacrar a placa, sem agitacéo, e as leituras foram realizadas ap6s cada hora de incubacéo (64).

Isolados foram considerados resistentes (teste positivo) se conseguissem crescer na presenca
de colistina, tornando o meio amarelo, e suscetiveis (teste negativo) se ndo houvesse crescimento na
presenca de colistina, ndo alterando a cor do meio. Dos 65 isolados suscetiveis, apenas 3
apresentaram resultados falso-positivos, os quais possuiam MICs borderline. De 135 isolados
resistentes, apenas um isolado de E.coli apresentou um resultado falso-negativo. Dessa forma,
houve uma correlacdo muito satisfatdria entre os resultados de BMD e o teste NP, evidenciando
uma sensibilidade de 99,3% e especificidade de 95,4% (64).

Nesse mesmo estudo, Nordmann et al. (2016) executou o teste rapido de polimixina NP
utilizando a polimixina B, porém avaliando apenas 20 isolados suscetiveis e 20 resistentes a esse
antimicrobiano. Os resultados foram iguais aos obtidos com a colistina em termos de performance
do método. O teste foi realizado também em outras condicdes, como diferentes meios de cultura,

modos de incubacdo, mudancas no indicador de pH, e alcancou resultados menos satisfatorios (64).
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A partir dessa primeira publicacdo, diversos outros autores avaliaram essa metodologia em
diferentes populacOes bacterianas. A Tabela 3 apresenta os resultados desses estudos, de modo a

comparar e avaliar o desempenho do teste em diversos contextos.

Tabela 3. Desempenho do teste rapido de polimixina NP, de acordo com diferentes estudos.

. . Total de BMD Polimixina NP Sens e
Referéncia Especificacdes
Isolados | S R Negativo | Positivo | Esp (%6)
Nordmann 99.3
etal. i 200 65 | 135 62 134 Sy
(2016) (64) ’
Jayol et al. 98,2e
(2016) (65) Hemoculturas 73 16 56 16 55 100
Jayol etal. | Inclui isolados mcr 98,3¢e
(2017) (25) positivos 123 | 40 | & 39 82 97,5
Simar et Polimixina B e
al. (2017) apenas 143 118 25 118 7 25¢e 100
(66) Enterobacter spp.
Poirel et .
al, (2017) | Melutisolados mer |5 | a5 | g 35 70 100
positivos
(67)
Yainoy et | |solados com MIC 1006
al. (2018) proxima ao ponto 339 104 | 235 100 235 959
(68) de corte ’
Jayol etal. | Versdo industrial/ 153/ | 98,1/98,7
(2018) (69) homemade 223 | 78 | IS5\ TAITA 1 gy | eoag
Malli et al. i
(2018) (26) K.pneumoniae 131 33 98 27 97 99 e 82
Mallietal. |\ oculturas 132 | 115 | 13 115 17 100
(2019) (70) 96,7
Mitton et 081
al. (2019) - 215 56 159 59 160 gé 2e
(24) ’
Shoaibet | Enterobacterales 9726
al. (2020) resistentes aos 121 50 71 50 69 160
(31) carbapenémicos
Conceicao- |  Baixos niveis de
Neto et al. resisténcia em 170 47 123 44 111 90e 94
(2020) (30) K.pneumoniae

BMD - Microdiluicdo em caldo
S — Suscetivel
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R — Resistente
Sens. — Sensibilidade
Esp. — Especificidade

Em todos os estudos, os isolados foram considerados suscetiveis se MIC < 2 pg/mL e
resistentes se MIC > 2 ug/mL, pelo método de BMD, seguindo a diretriz do EUCAST e CLSI
(21,22). Todos os testes rapidos de polimixina NP foram realizados conforme descrito por
Nordmann e Poirel (2016). Os resultados foram, de forma geral, satisfatorios.

Para bactérias que carreiam o gene mcr, o teste NP conseguiu detectar a resisténcia em todos
os isolados (24,25,67,69). O estudo de Jayol et al. (2017) avaliou 16 isolados carreando mcr-1 e
mcr-2 e todos foram corretamente identificados. Também foram analisados isolados que nao
carreavam o gene mcr, e foi apresentado um VME de 1,2% devido a um isolado com baixo nivel de
resisténcia que foi considerado um falso-suscetivel. Deve-se salientar que foram observados skipped

wells para 88% dos isolados de Enterobacter spp. e K.pneumoniae avaliados (25).

Jayol et al. (2018) avaliaram o teste NP na versdo homemade e na versao industrial, e os 38
isolados portadores de mcr presentes no estudo, foram detectados pelos dois testes. No entanto, foi
obtido um ME de 5,1% e VME de 1,9%, devido a isolados que ndo carreavam O gene mcr e
apresentaram MICs proximas ao ponto de corte (69). Da mesma forma, Mitton et al. (2019)
detectaram os 18 isolados mcr-1 positivos de E.coli, e apresentaram um VME de 1,9% também em

razdo de MICs proximas ao ponto de corte (24).

O teste rdpido de polimixina NP também foi bastante eficiente para determinar a
suscetibilidade as polimixinas em enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, porém, alguns
isolados apresentaram resultados falso-negativos e falso-positivos, todos com MIC préxima ao
ponto de corte (26,31).

Apesar de um excelente desempenho de forma geral, o teste rapido de polimixina NP pode
ter performance bastante comprometida em algumas populacdes especificas de bactérias. Por
exemplo, o estudo de Simar et al. (2017) foi realizado apenas com isolados de Enterobacter spp. e
apresentou uma sensibilidade extremamente baixa de 25%, demonstrando muitos resultados falso-
negativos (66). Esse resultado foi possivelmente devido a heterorresisténcia que essa bactéria pode
apresentar, dificultando a realizacdo dos ensaios. Outros estudos que avaliaram o Enterobacter spp.
apresentaram resultados muito satisfatorios, com sensibilidade maior que 90% (24,25,31,64,67—70).
No entanto, o nimero de isolados de Enterobacter spp. foi baixo nesses estudos, diferente de Simar

et al. (2017) que incluiu 143 isolados desse género. Skipped wells foram observados para 22
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isolados durante a realizacdo da BMD (66). Ainda, esse foi o Unico estudo que avaliou o teste NP
utilizando a polimixina B, o que pode ter influenciado nos resultados e em diferencas entre 0s
estudos (66).

A principal causa de erros de interpretacdo (ME e VME) ocorre entre isolados que
apresentam MICs borderline, e isso foi observado em diferentes estudos (24-26,30,31,64,68,69).
Conceigdo-Neto et al. (2020) apresentaram um VME de 9,7% e ME de 6,4% em isolados de
K.pneumoniae com baixos niveis de resisténcia e MICs préximas ao ponto de corte, com uma
significativa reducdo da CA (de 91,2% na populacdo geral para 38,5% em isolados apresentando
MIC de 4 pg/mL), de modo que os resultados foram considerados inaceitaveis para a triagem de
resisténcia (30). De fato, a deteccéo de resisténcia as polimixinas em isolados com MIC baixa é de
extrema importancia, pois a disseminacéo de resisténcia pelo gene mcr vem sendo associada com

bactérias que apresentam niveis baixos de resisténcia (30,52).

Outra maneira de avaliar o teste rapido de polimixina NP foi descrito por Belda-Orlowski et
al. (2019). O teste foi avaliado pelo protocolo original, para 120 isolados de Enterobacterales
produtores de carbapenemases, observando a mudanca de cor nos pogos e comparou-se com a
medicdo de absorbancia com leitor de ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent
assay — ELISA) em 430nm. Para a inspec¢édo visual foi obtida uma sensibilidade de 91% e uma
especificidade de 70%, e para a medi¢do da mudanca de cor por ELISA, a sensibilidade aumentou
para 94% e a especificidade para 95%, de modo que esse método conseguiu avaliar corretamente a
maioria dos isolados suscetiveis e resistentes a colistina (32). Como a interpretacdo da mudanca de
cor pode ser subjetiva, 0 método de ELISA diminui a chance de erros relacionados a essa

interpretacgéo.

Para os isolados de Enterobacter spp., foi obtida uma especificidade de apenas 30% pelo
protocolo original, e esse parametro aumentou para 95% utilizando o ELISA. Dessa maneira, a
leitura fotométrica do teste NP pode se tornar um grande aliado na deteccdo de isolados resistentes
duvidosos, incluindo isolados de Enterobacter spp., que apresenta resultados divergentes em
diferentes estudos (32).

Os trabalhos que realizaram o teste NP diretamente de hemoculturas, reduzindo ainda mais o
tempo necessario para a obtencdo dos resultados, apresentaram uma boa correla¢cdo com a BMD, de
modo que resultados falso-negativos e falso-positivos foram observados em poucos isolados, e
mostrou ser eficiente na identificacdo de isolados carreando o gene mcr nessas amostras. Os
resultados foram obtidos em 4 horas apds as hemoculturas terem sido identificadas como positivas,
reiterando a caracteristica de teste rapido, ja que o modo convencional demoraria em torno de 2 dias
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(24h para obter a cultura bacteriana e 16-20h para obter o teste de suscetibilidade) (65,70). Essa
rapida identificagdo de suscetibilidade em amostras de hemoculturas é de extrema importancia, pois
consegue guiar o tratamento de pacientes com infec¢des sanguineas de forma mais rapida e segura,

visto que a mortalidade por sepse € muito alta no mundo todo (65).

Dessa forma, o teste rapido de polimixina NP tem se mostrado uma metodologia facil e com
6timo custo-beneficio, com alta sensibilidade e especificidade para a maioria dos estudos,
independentemente do mecanismo de resisténcia as polimixinas. Apresentou uma 6tima correlacao
com o método de referéncia BMD para Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos, bactérias
que carreiam o0 gene mcr e amostras obtidas diretamente de hemoculturas. Uma grande vantagem é
que o0s resultados sdo obtidos em até 4 horas, ou seja, pelo menos 16 horas antes do que com a
BMD. Esse método poderia ser Gtil como uma técnica de triagem de isolados resistentes as

polimixinas.

A sensibilidade foi muito baixa quando analisado um grande grupo de isolados de
Enterobacter spp., dessa maneira, testes em grande escala envolvendo essa espécie sd0 necessarios.
Cabe ressaltar, também, que dentre todos os estudos avaliados, apenas um utilizou a polimixina B

para a realizacao do teste, o que reforca a falta de trabalhos incluindo esse antimicrobiano.

O teste répido de polimixina NP envolve a observacdo da mudanca de cor do meio, 0 que
pode ser subjetivo e requer alto treinamento por parte dos analistas para identificar microrganismos
que possuem baixo nivel de resisténcia e MICs proximas ao ponto de corte, que foi a maior causa
de erros reportada nos estudos. Porém, o método com ELISA poderia ser uma boa alternativa para
testar isolados que geram ddvidas e também isolados de Enterobacter spp.

Uma das limitagdes do teste rapido de polimixina NP é ndo ser aplicavel a BGN néo
fermentadores da glicose, como Acinetobacter spp. e P.aeruginosa, pois possuem vias metabdlicas
diferentes de Enterobacterales. Porém, estudos estdo sendo realizados com uma variacdo desse
teste, o teste rapido ResaPolimixina Acinetobacter/Pseudomonas NP. Lescat et al. (2018) (71)
desenvolveram esse método baseado na utilizacdo da resazurina, um corante redox, que também
apresenta resultados de viragem de cor em até 4 horas. Seu principio baseia-se no fato de que as
células metabolicamente ativas sdo capazes de reduzir a resazurina de cor azul, para a resorufina de
cor rosa, em uma determinada concentracdo de colistina. Dessa maneira, a reducdo é proporcional
ao numero de células metabolicamente ativas. Todos os estudos, até agora, apresentaram excelentes
resultados descrevendo sensibilidade e especificidade acima de 90%, comparando com a BMD.

Além disso, também realizaram o teste com isolados de Enterobacterales, e também apresentaram
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resultados muito satisfatorios (71-73). Dessa maneira, esse método pode reverter a limitagdo do

teste rapido de polimixina NP.
Conclusao

A emergéncia e disseminacdo de microrganismos resistentes as polimixinas estdo se
tornando um problema de &mbito mundial, com um aumento significativo nas taxas de resisténcia
nos ultimos anos. Assim, a reavaliagdo da importancia do uso desses antimicrobianos é essencial
visto que as polimixinas sdo uma importante op¢do terapéutica nessas situacdes, reforcando a

necessidade de testes de suscetibilidade acurados e praticos para a rotina laboratorial.

Apesar de a microdiluicdo em caldo ser considerada 0 método de referéncia, ela ndo é de
facil execucdo e rapida para esse fim. Ainda, a possivel aderéncia das polimixinas as placas
utilizadas pode levar a uma variabilidade de resultados, e o impacto da heterorresisténcia nos testes

de suscetibilidade deve ser avaliado.

Os estudos avaliando a eluicdo de disco em caldo e o teste rapido de polimixina NP
apresentaram boas correlacdes com a BMD, e podem auxiliar na definicdo de um novo método de
triagem de resisténcia, especialmente o teste rapido de polimixina NP que permite a obtencdo de

resultados em até 4 horas.

Apesar de o CLSI ter aprovado a elui¢éo de disco em caldo como um metodo de referéncia e
ele ser de fécil execucdo e de 6timo custo-beneficio, os testes foram realizados para a colistina,
sendo necessarias mais avaliagdes do método utilizando a polimixina B. A principal limitacdo da

eluicdo é a necessidade de incubacdo tdo longa quanto a microdilui¢do em caldo.

Nesse sentido, o teste rapido de polimixina NP parece ser uma op¢éo mais aplicavel a rotina
laboratorial. O mecanismo de resisténcia ndo parece afetar a performance do teste, a exce¢do dos
isolados mcr positivos com MICs abaixo do ponto de corte. A utilizacdo de equipamentos, como
ELISA, para auxiliar na leitura das placas, parece garantir uma melhora consideravel na leitura dos
resultados e as variacfes da metodologia permitiram a utilizacdo do teste também para BGN ndo

fermentadores da glicose, ampliando a aplicacdo laboratorial do teste.

No entanto, a avaliagdo de um grande nimero de isolados com MICs proximas ao ponto de

corte é fundamental, visto que foram a maior causa de erros para os dois métodos avaliados.

Enfim, a utilizacdo desses métodos pode contribuir, em dltima instancia, para uma
otimizacdo do uso dos antimicrobianos, evitando seu uso indevido e potencializando o tratamento
dos pacientes possibilitando melhores desfechos clinicos.
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Instructions for authors

AND POLICY

Clinical and Biomedical Research (CBR), formerly “Revista HCPA”, is a scientific
publication from Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and the School of Medicine
of Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FAMED/UFRGS). It is a free access
scientific periodic that aims to publish papers from all relevant areas in the Health
Sciences, including clinic and basic research. The selection criteria for publication include:
originality, relevance of the theme, methodological quality, and adequacy to the journals’
editorial norms.

CBR supports the policies for the registration of clinical trials of the World Health
Organization (WHO) [http://www.who.int/ictrp/en/] and the International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE) [http://www.icmje.org/]. Therefore, CBR will only accept
clinical research articles that have received an identification number from the Brazilian
Clinical Trials Registry (Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos - ReBEC)
[http://www.ensaiosclinicos.gov.br] or other official database dedicated to the registry of

clinical trials.

All published articles are reviewed by peers in a double-blind fashion. Once the article is
accepted for publication, its copyrights are automatically transferred to the journal. The
content of manuscripts submitted for publication to CBR implies that it has not been
published previously and that it is has not been submitted to another journal. To be
published elsewhere, even in part, articles published in CBR require written approval of
the editors. The concepts and declarations contained in the papers are the authors’ full
responsibility. The articles may be written in Portuguese, English, or Spanish. The
submissions in English are strongly encouraged by the editors.

The manuscript should fit into one of the different categories of articles published by the
journal, as follows:

FORM AND PREPARATION OF ARTICLES

The following categories of contributions will be considered for publication

Editorial

Critical and thorough review, prepared at the invitation of the editors, and submitted by
an author with renowned knowledge on the subject. Editorials can have up to 1,000
words. This section may include the Journal’s editorial of presentation, signed by the
editor, besides special editorials that comprise requested collaborations about current
themes or about articles published on the Journal.

Review Articles

Articles that aim to synthesize and critically evaluate the present knowledge on a
particular theme. They should contain no more than 6,000 words. These articles should

present an unstructured abstract, with no more than 200 words (except for
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systematic reviews — see abstract structure in ‘Original Articles’) and a comprehensive
list, but preferably with no more than 80 references.

Tables should be included in the same manuscript file (after references) and the figures
should be submitted as additional documents in individual files.

Special Articles

Manuscripts exclusively requested by the editors, on a subject of scientific relevance, to
authors with recognized expertise in the area, and that do not meet the criteria for
Editorials.

Original Articles

Articles with unpublished research results, including full-length studies that contain all
relevant information so that the reader may evaluate its results and conclusions, as well
as replicate the research. Its formal structure should present the following topics:
Introduction, Methods, Results and Discussion. The conclusions should be in the last
paragraph of the Discussion, not requiring a specific section. Clinical implications and
limitations of the study should be mentioned. For original articles, a structured abstract
should be presented (Introduction, Methods, Results, and Conclusions) in Portuguese and
English, in cases where the article is not written entirely in English. The Abstracts
(Portuguese, Spanish, or English) should not exceed 250 words.

Articles submitted in this category should not exceed 3,000 words. Tables should be
included together in the same manuscript file (after references) and figures should be
submitted as an additional document in individual files.

Case Reports

Articles based on peculiar cases and brief comments on the importance of the case in
relation to the existing knowledge in the field. They should contain up to 1,000 words,
with a total of no more than two tables or figures and 15 references, once presenting a
literature review is not the purpose of the reports.

Their structure should present the following topics: Introduction, explaining the
relevance of the case; Presentation of the case (Case Report), and Discussion. Case
reports should describe novel or unusual findings, or offer new insights into a given
problem. The content should be limited to facts relevant to the case. The confidentiality
regarding patient identification is critical, so authors should not report any precise dates,
initials, or any other information irrelevant to the case, but that may possibly identify the
patient.

Case reports should have an unstructured abstract with no more than 150 words. Tables
should be included in the same manuscript file (after references) and figures should be
sent as additional documents in individual files.
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Case Reports: Images in Medicine

Section devoted to the publication of informative images, which are unusual and/or of
broad interest in clinical situations. It should contain no more than 500 words and a total
of 5 references. Two to three images (at a resolution of at least 300 dpi).

Letters

Opinions and comments on an article published in the Journal, on subjects of scientific
relevance, and/or preliminary clinical observations. The text should be concise, with no
more than 500 words. Only one table and one figure are allowed, and a maximum of five
references. They should not have an abstract.

Brief Communication

Brief Communications are original but preliminary or more specific research results that
contain all relevant information so that the reader may evaluate its results and
conclusions, as well as replicate the research. The structure is similar to original articles;
however, the Abstracts (Portuguese, Spanish or English) should not exceed 150 words
and the text should not exceed 1,200 words. A maximum of two Tables/Figures are
accepted.

Supplements

In addition to regular issues, CBR publishes the supplement of the HCPA Science Week.

CONFLICTS OF INTEREST

Conflicts of interest arise when the author has financial or personal relationships that
could inappropriately influence their professional judgment. These relationships may
create favorable or unfavorable tendencies towards a paper and impair the objectivity of
the analysis. Authors must disclose possible conflicts of interest and should be done at
the time of submission of the manuscript.

It is at the editor’s discretion to decide whether this information should be published or
not and whether to use it for editorial decisions. A common form of conflict of interest is
the funding of research by third parties who may be companies, government agencies, or
others. This obligation to the funding entity may lead the researcher to obtain
tendentious results, inappropriately influencing (bias) their work. Authors should
describe the interference of the funding entity at any stage of the research, as well as the
form of funding, and the type of relationship established between the sponsor and the
author. The authors may choose to inform the peer reviewers’ names for which their
article should not be sent, justifying themselves.
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PRIVACY AND CONFIDENCIALITY

Information and pictures of patients that allow their identification should only be
published with formal written authorization of the patient, and only when necessary for
the purpose of the study. For formal authorization, the patient must know the content of
the article and be aware that this article may be made available on the Internet. If in
doubt about the possibility of identifying a patient, such as in the case of photos with
stripes over the eyes, a formal authorization should be obtained. In the case of distortion
of data to prevent identification, authors and editors should ensure that such distortions
do not compromise the results of the study.

EXPERIENCES WITH HUMANS AND ANIMALS

All content related to research with humans and animals must have previous approval by
the Research Ethics Committee or the Animal Ethics Committee, respectively. The works
should be in accordance with the recommendations of the Declaration of Helsinki
(current or updated), the CNS Resolution n. 466/2012 and its complementary regulations,
as well as the Law n. 11.794/2008 for studies in animals. It is important to indicate the
number of the project’s registration in the respective Committee or Ethics Committee, as
well as in the National Committee for Research Ethics, if applicable.

PREPARATION OF THE ARTICLE

The registration on the system as author and subsequent access with login and password
are mandatory to submit and verify the status of submissions.

Identification: must include: a) Title of the article, clear and concise. Do not use
abbreviations. There should be a version of the reduced title to appear in the header as
well as a title in the English language; b) Authors’ full names; c) Institution and the sector
or unit of the institution to which each author is affiliated (personal titles and positions
held should not be mentioned); d) Indication of the corresponding author, accompanied
by the electronic address; e) If it has been presented at a scientific meeting, the name of
the event, the place, and the date of completion should be indicated.

THE NAMES OF ALL THE AUTHORS OF THE MANUSCRIPT SHOULD BE INDICATED IN THE
SYSTEM

Abstract and Keywords: The articles should have an abstract in English. Check the
structure and the number of words described for each specific type of article (see above).
The structured abstracts, required only for original articles, should present the name of
the subdivisions that make up the formal structure of the article at the beginning of each
paragraph (Introduction, Methods, Results and
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Conclusions). The keywords - expressions that represent the subject of the paper - should
be in number from 3 to 10, provided by the author, based on the DeCS

(Health Sciences Descriptors) published by Bireme, which is a translation from the MeSH
(Medical Subject Headings) from the National Library of Medicine, available in the
following electronic address: http://decs.bvs.br.

Manuscript: it must conform to the structure required for each category of article. Text
citations and references cited in the legends of tables and figures should be numbered
consecutively in the order they appear in the text, with Arabic numerals.

References should be cited in the text as in the example: Reference’.

Tables: they should be numbered consecutively, with Arabic numerals, in the order they
were cited in the text, and headed by a suitable title. They should be cited in the text, but
duplicated information should be avoided. The tables, with titles and footnotes, should
be self-explanatory. The abbreviations should be specified as footnotes without
numerical indication. The remaining footnotes should be numbered in Arabic numerals
and written in superscript.

Figures and charts: lllustrations (photographs, charts, drawings, etc.) should be sent in
separate articles, in JPG format (at a high resolution — at least, 300 dpi). They should be
numbered consecutively with Arabic numerals, in the other they are cited in the text and
should be clear enough for reproduction and in the same language as the text.
Photocopies will not be accepted. If there are figures extracted from other previously
published studies, the authors should provide a written permission for their
reproduction. This authorization shall accompany the manuscripts submitted for
publication. The figures must have a title and subtitle (if necessary), which should both
must precede the figure itself.

Abbreviations: abbreviations must be explained at first mention. On the rest of the
article, it is not necessary to repeat the full name.

Name of medications: the generic name should be used.

In case of citing appliances/equipment: all appliances/equipment cited should include
model, manufacturer’s name, state, and country of manufacture.

Acknowledgements: should include the collaboration of people, groups, or institutions
that have contributed to the study, but whose contributions do not justify their inclusion
as authors; this item should also include the acknowledgements for financial support,
technical assistance, etc. This item should come before the references.
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Conflicts of interest: If there is any conflict of interest (see above), it should be declared.
In case there is not, place in this section: “The authors declare no conflicts of interest”

References: should be numbered consecutively, in the other in which they are mentioned
in the text, and identified with Arabic numerals. The presentation must be based on a
format called “Vancouver Style”, as the examples below, and the titles of journals should
be abbreviated according to the style presented by the List of Journal Indexed in Index
Medicus, from the National Library of Medicine, available at:
ftp://nImpubs.nim.nih.gov/online/journals/ljiweb.pdf. The authors should ensure that
the cited references in the text appear in the reference list with exact dates and authors’
names correctly spelt. The accuracy of references is the authors’ responsibility. Personal
communications, unpublished or unfinished articles could be cited when absolutely
necessary, but should not be included in the reference list and only cited in the text. The
submission of the unpublished works mentioned in the manuscript may be requested at
the discretion of the editors.

Examples of citing references:

Journal articles (from one to six authors)

Almeida OP. Autoria de artigos cientificos: o que fazem os tais autores? Rev Bras
Psiquiatr. 1998;20:113-6.

Journal articles (more than six authors)

Slatopolsky E, Weerts C, Lopez-Hilker S, Norwood K, Zink M, Windus D, et al. Calcium
carbonate as a phosphate binder in patients with chronic renal failure undergoing
dialysis. N Engl J Med. 1986;315:157-61.

Articles without the author’s name
Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J. 1994;84:15.

Books

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany (NY):
Delmar Publishers; 1996.

Chapters from a book

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, editors.
Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and management. 2nd ed. New York: Raven
Press; 1995. p. 465-78.
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Books in which editors (organizers) are authors

Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly people. New York: Churchill
Livingstone; 1996.

Theses

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access and utilization
[dissertation]. St. Louis (MO): Washington Univ.; 1995.

Papers presented at conferences

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security in
medical informatics. In: Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO
92. Proceedings of the 7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10;
Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

Electronic Journal Articles

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial online]
1995 Jan-Mar  [cited 1996 Jun  5];1(1):[24 screens]. Available from:
URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

Other types of reference should follow the document

International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) Uniform Requirements for
Manuscripts

Submitted to Biomedical Journals: Sample References
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html))

Technical requirements

Microsoft Word document (.doc or .rtf), singled space, font size 12, 2-cm margins in each
side, title page, abstract and descriptors, text, acknowledgements, references, tables and
legends, and the figures should be sent in jpg or tiff at a resolution of at least 300 dpi.
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