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Polimixina B X Colistina (Polimixina E) 



Mecanismo de ação das polimixinas 

DERIS, Z. Z. et al. Bioconjugate Chem (2014) 



Mecanismo de ação das polimixinas 

 
VELKOV, T. et al. Future Microbiol (2013); DERIS, Z. Z. et al. Bioconjugate Chem (2014) 



Mecanismo de ação das polimixinas 

DERIS, Z. Z. et al. Bioconjugate Chem (2014) 



Mecanismos de Resistência às 
Polimixinas 

Dortet et al., 2016 



Modificações do lipídeo A que levam à 
resistência às polimixinas 

Dortet et al., 2016 

mcr-1 e mcr-2  plasmídeos 



Brasil 

• Principal mecanismo alterações em genes de 
localização cromossômica 
– Aires CA et al. Antimicrob Agents Chemother. 2016;60(11):6969-6972. 

• A disseminação do gene mcr-1 é um risco relevante 
 - Fernandes MR et al. Silent dissemination of colistin-resistant 
 Escherichia coli in South America could contribute to the global 
 spread of the mcr-1 gene. Euro Surveill. 2016;21(17). 
 
 - Dalmolin TV et al. Co-occurrence of mcr-1 and blaKPC-2 in a  clinical 
 isolate of Escherichia  coli in Brazil. J Antimicrob  Chemother. 
 2017. 
 
 - Aires CAM et al. Emergence of plasmid-mediated mcr-1 gene 
 in clinical KPC-2-producing   Klebsiella pneumoniae ST392 
 in Brazil. Antimicrob Agents Chemother. 2017. 



São Paulo - Resistência às polimixinas: o 
problema é maior nas cepas resistentes 

aos carbapenêmicos 

Bartolleti et al., Emerging Infect Dis, 2016 



Métodos NÃO recomendados para 
testar a sensibilidade às polimixinas 

• Falsa sensibilidade 

– Disco-difusão 

– Diluição em ágar 

– Gradientes em fitas 

• http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/warnings/#c13
111 



Gradientes de colistina em fita apresentam taxas de 
erros graves acima do limite aceitável. O método a ser 

utilizado para a avaliação da sensibilidade às 
polimixinas é o de microidiluição em caldo 

 

http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/war
nings/#c13111 





Critérios para Avaliação 

Tipo de Concordância Definição Critério FDA 

EA (Concordância 
Essencial) 

Concordância de ± 1 
diluição do sistema testado 
e a referência 

≥90% 

CA (concordância 
categórica) 

Concordância entre 
categorias do sistema 
testado e a referência 

≥90% 
 

VME (erro muito grave) Sistema testado = S e 
Referência = R (falsa 
sensibilidade) 

≤ 1,5% 

ME (erro grave) Sistema testado = R e 
Referência = S (falsa 
resistência) 

≤ 3,0% 





3,1% 

6,4% 



Automação 

• A performance da automação na avaliação da 
sensibilidade às polimixinas ainda não foi 
discutida no BrCAST 

• Dados não publicados – Jorge Sampaio 
– Vitek 2 Compact  

• Polimixina B (microdiluição não automatizada in house) x 
Colistina Vitek 2 – testados em 2017 

• 50 isolados da rotina (K. pneumoniae e Acinetobacter sp.) 
– 90% de concordância 

– 6% de erros graves (major error) 

– 4% de erros muito graves (very major error)   

 



Automação 

• A performance da automação na avaliação da 
sensibilidade às polimixinas ainda não foi 
discutida no BrCAST 

• Dados não publicados – Jorge Sampaio 
– Phoenix com painel NMIC-203  

• Polimixina B (microdiluição não automatizada in house) x 
Colistina (Phoenix) – testes realizados em 2015 

• Coleção de 128 K. pneumoniae KPC+ com várias cepas com 
CIMs de 4 e 8 mg/L, que apresentam menor frequência na 
rotina, mas são um desafio para a detecção da resistência 
– 86,8%  de concordância 
– 10,9% de erros muito graves (very major error) 
– 2,3% de erros graves (major error) 

 



Automação 

• A performance da automação na avaliação da 
sensibilidade às polimixinas ainda não foi 
discutida no BrCAST 

• Dados não publicados – Jorge Sampaio 

– Walkaway 

• Polimixina B (microdiluição não automatizada in house) 
x Colistina (Walkaway) 

• Coleção de 114 K. pneumoniae KPC+ 
– 2,8% de erros graves (major error) 

 



Como testar: microdiluição em caldo 

POLICIMBAC - PROBAC 

LIOFILCHEM 

Atualmente (25-05-2017) sem registro 
na ANVISA 

- Registrado na ANVISA 
- Ainda não avaliado pelo BrCAST 



Como testar? 



Como testar 

• Microdiluição em caldo 

• Principais variáveis: 

– pH 

– Concentrações de cátions divalentes (Ca++ e 
Mg++) 
• Girardello R, Bispo PJ, Yamanaka TM, Gales AC. Cation 

concentration variability of four distinct Mueller-Hinton agar 
brands influences polymyxin B susceptibility results. J Clin 
Microbiol. 2012;50(7):2414-8. 



Como testar preparando as placas no 
laboratório 

• Placas de poliestireno estéreis com fundo em 
U, 96 cavidades, sem tratamento, com tampa 

– Corning 

– Sarstedt 

– TPP 

• Caldo Mueller-Hinton II cátion ajustado 

– BD 

– Oxoid 



Como testar preparando as placas no 
laboratório 

• Sulfato de polimixina B 

– Sigma (ideal) 

– Eurofarma (produto injetável) 

• Sulfato de colistina 

– Sigma 

– Produto injetável não funciona pois é uma pró-
droga (metanossulfonato) 

 



Preparo da solução de polimixina B 

• Cada mg de polimixina B base pura é equivalente a 10.000 UI de polimixina B. 

• Utilizar preferencialmente sulfato de polimixina B – Sigma P0972 ou equivalente 

• Se for utilizada o sulfato de polimixina B da Eurofarma, cada frasco vem com 
500.000 UI (cerca de 50 mg). Dissolver o conteúdo do frasco em 10 ml de água 
estéril, de modo a obter solução com 5 mg/ml. Diluir em água estéril conforme 
necessidade. 

• Caso seja utilizado sulfato de polimixina B Sigma ou outro fornecedor  é necessário 
obter o certificado de análise para saber quantas UI por mg o produto tem.  

• Exemplo: 

– Sulfato de polimixina B com 7.800 UI por mg da Sigma. Fazer regra de três, de 
modo a justar a quantidade necessária para obter a concentração correta de 
sulfato de polimixina B puro. 

– 1 mg de sulfato de polimixina B da marca A --------------------- 7.800 UI 

– x mg de sulfato de polimixina B da marca A --------------------- 10.000 UI 

– Portanto, para obtermos 1 mg de sulfato de polimixina B puro devemos pesar  
1,28 mg de sulfato de polimixina B da marca A. 

 



Preparo das placas 
• Preencher todos os poços, 

exceto os da primeira 
coluna, com 50 µL de 
CMHCA 

• Preencher todos os poços 
da primeira coluna com 
100 µL de CMHCA 
contendo 128 mg/L de 
sulfato de polimixina B ou 
sulfato de colistina 

• Realizar diluições 
sucessivas (50 µL)utilizando 
pipeta multicanal , exceto 
na última coluna 



Inoculação das placas 

• Preparar suspensão em salina estéril com 
turbidez MF 0,5 

• Diluir 1/200 em CMHCA 

• Inocular da direita para esquerda, 50 µL em 
cada um dos poços 

• Incubar 16 a 20 horas, ar ambiente, 35 ± 1 °C 
em câmara úmida 



Controle de qualidade 

• P. aeruginosa ATCC 27853 

• E. coli ATCC 25922 

• Ver tabelas de CQ BrCAST 



Como interpretar? 

• Utilizar os pontos de corte do BrCAST-EUCAST 

 



O futuro da detecção da resistência às 
polimixinas é a espectrometria de massas? 

Dortet et al., 2016 



O futuro da detecção da resistência às 
polimixinas é a espectrometria de massas? 

• ECCMID – 2017 

• Late-breakers in diagnostics – OS0558D 

• Rapid detection and discrimination of 
plasmid- and chromosome-mediated 
resistance to polymyxins in 
Enterobacteriaceae using MALDI-ToF MS 

– Laurent Dortetn Alain Filloux, Gerald Larrouy-
Maumus 



Considerações finais 

• A resistência às polimixinas em 
Enterobacteriaceae é um problema grave e 
crescente no Brasil e no mundo. 

• Todos os métodos de automação e os gradientes 
em fita apresentam atualmente algum tipo de 
limitação na avaliação da sensibilidade. 

• A microdiluição em caldo não automatizada é o 
único método atualmente adequado para 
avaliação da sensibilidade in vitro às polimixinas. 

 



 

Obrigado pela atenção! 


