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RESUMO 

 

Infecções causadas por microrganismos multirresistentes tem se tornado cada vez 

mais comuns em ambientes hospitalares de todo o mundo. Os bacilos gram-negativos 

se destacam entre as bactérias multirresistentes pela produção de enzimas 

carbapenemases capazes de degradar os antibióticos de última geração. Como último 

recurso, as polimixinas foram reintroduzidas na clínica médica para o tratamento 

destas bactérias. No entanto, os métodos de determinação da suscetibilidade in vitro 

às polimixinas são limitados, tendo apenas a microdiluição em caldo (método 

trabalhoso e demorado) como padrão-ouro. Entre as infecções causadas por bactérias 

multirresistentes, as infecções de corrente sanguínea são as mais preocupantes pois 

podem levar à sepse e ao choque séptico, as quais têm alta taxa de mortalidade. Este 

trabalho objetivou desenvolver um método rápido de determinação da suscetibilidade 

às polimixinas, tanto de colônias crescidas em ágar como diretamente dos frascos 

positivos de hemoculturas, utilizando a tecnologia de MALDI-TOF. Para isso, foi 

utilizada a técnica de “microgotas direto na placa” (DOT-MGA) com algumas 

modificações (DOT-MGA Adaptado) para adaptar às características deste fármaco e 

com a utilização da placa reutilizável de MALDI-TOF. Para a padronização da técnica 

foram utilizados 122 isolados bacterianos recuperados de pacientes atendidos no 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre para o teste direto da colônia e 117 isolados para 

a avaliação direto de hemoculturas, incluindo Enterobacterales e Bacilos gram-

negativos não-fermentadores (Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp). O 

DOT-MGA Adaptado apresentou 95% e 100% de concordância categórica entre 

isolados de colônias crescidas em placas de ágar e direto de hemoculturas, 

respectivamente. Com isso, o teste DOT-MGA Adaptado demonstrou ser uma ótima 

alternativa para a determinação da suscetibilidade às polimixinas em laboratórios de 

microbiologia que possuem o equipamento de MALDI-TOF. O método DOT-MGA 

Adaptado é uma técnica simples, de baixo custo de materiais de consumo e, 

principalmente, rápida (resultados em até 4 horas após as hemoculturas sinalizarem 

positivas) a  qual pode fornecer resultados precoces  podendo auxiliar mais 

efetivamente o clínico na escolha da melhor antibioticoterapia para bacilos gram-

negativos multirresistentes. 

Palavras-chave: MALDI-TOF, Polimixina B, bacilos gram-negativos, 

Enterobacterales, sepse.  



 
 

ABSTRACT 

 

Infections caused by multidrug-resistant microorganisms have become increasingly 

common in hospital environments around the world. Gram-negative bacilli stands out 

among multidrug-resistant bacterias for the production of carbapenemase enzymes 

capable of degrading the latest generation of antibiotics. As a last resort, polymyxins 

were reintroduced in the clinic to try to combat the advance of these bacteria, but the 

methods for determining the in vitro susceptibility to polymyxins still remain limited, 

with only broth microdilution (a laborious and time-consuming method) as the gold 

standard. Among infections caused by multidrug-resistant bacteria, bloodstream 

infections are the most worrisome: they can lead to sepsis and septic shock, which 

have a high mortality rate. This work aimed to develop a faster method for determining 

the susceptibility to polymyxins, both in colonies grown on agar and directly from 

positive blood culture flasks, using the technology of MALDI-TOF. For this, the 

technique of “direct on target microdroplet growth assay” (DOT-MGA) was used with 

some modifications (Adapted DOT-MGA) to adapt the technique to the characteristics 

of this drug and with the use of the reusable MALDI-TOF target. For the standardization 

of the technique, 122 bacterial isolates recovered from patients attempted at Clinical 

Hospital of Porto Alegre were used for the evaluation from colonies grown on agar 

plates and 117 isolates for the evaluation directly from blood cultures, including 

Enterobacterales and non-fermenting gram-negative bacilli (Pseudomonas aeruginosa 

and Acinetobacter spp). The Adapted DOT-MGA achieved 95% and 100% of 

categorical agreement between isolates from colonies grown on agar plates and 

directly from blood cultures, respectively. Thus, the Adapted DOT-MGA demonstrated 

to be a great alternative option for the determination of susceptibility to polymyxins in 

microbiology laboratories that have the MALDI-TOF equipment. The Adapted DOT-

MGA is a simple technique, with low cost of consumables and, mainly, fast (results 

within 4 hours after blood cultures flags positive) which can provide early results and 

can more effectively assist the clinician in choosing the best antibiotic therapy for 

multidrug-resistant gram-negative bacilli. 

 

Keywords: MALDI-TOF, Polymyxin B, gram-negative bacilli, Enterobacterales, 

sepsis.  
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1. INTRODUÇÃO 

  

A resistência aos antibióticos (RA) é considerada uma das principais ameaças 

globais na atualidade. Entre os microrganismos portadores de mecanismos de 

resistência destacam-se as bactérias gram-negativas resistentes aos 

carbapenêmicos, às quais são consideradas pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como prioridade número 1 para pesquisa e desenvolvimento de novos 

antibióticos, o que demonstra a importância mundial desse tipo de RA (OMS, 2017). 

Estima-se que até 2050 a RA causará aproximadamente 300 milhões de mortes 

com uma perda aproximada de $100 trilhões de dólares para a economia global 

(O'NEILL, 2014). Entre as infecções causadas por estes microrganismos 

multirresistentes, as infecções de corrente sanguínea (ICS) são uma das mais 

preocupantes pois podem levar à sepse e apresentam uma maior taxa de mortalidade 

em 30 dias, quando comparadas com ICS causadas por outras bactérias. Em um 

estudo realizado por Sabino e colaboradores, em 2019, foi constatado que pacientes 

com ICS por Enterobactérias resistentes aos carbapenêmicos (ERC) tiveram uma 

mortalidade em 30 dias de 63,8% enquanto que pacientes com ICS por outras 

bactérias a mortalidade em 30 dias foi de 33,4%. 

Embora seja difícil de se estimar precisamente a incidência da sepse, um estudo 

recente estimou que em 2017 houve 48,9 milhões de casos e 11 milhões de mortes 

relacionadas à sepse em todo o mundo, o que representou quase 20% de todas as 

mortes globais (RUDD et al, 2020). Isso fez com que a OMS recentemente 

classificasse a sepse como prioridade de saúde mundial (REINHART et al., 2017).  

A identificação rápida do patógeno causador da infecção é um dos fatores 

determinantes para a eficácia do tratamento. A administração de antibióticos nas 

primeiras 3 horas da constatação da sepse implica em uma mortalidade até 14% 

menor dos pacientes comparados com aqueles que recebem antibiótico após 3 horas 

(SEYMOUR et al., 2017). Entretanto, as técnicas convencionais utilizadas em 

laboratórios de microbiologia de rotina costumam levar até 48 horas, após a 

hemocultura apresentar crescimento bacteriano, para a liberação do laudo com a 

identificação e susceptibilidade do microrganismo (VLEK; BONTEN; BOEL, 2012). 

https://docs.google.com/document/d/1aAcojJ0g-Bv4xajy-uJBENVNyoqRpulPEYkQzQwPIwQ/edit#heading=h.3s49zyc
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Diferentemente dos métodos tradicionais, a metodologia baseada na técnica de 

espectrometria de massas denominada Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 

Time-of-Fly (MALDI-TOF) Mass Spectrometry (MS) é uma metodologia que permite a 

identificação de microrganismos, a partir do crescimento colonial, em questão de 

minutos. A técnica de MALDI-TOF se baseia na ionização de material cristalizado em 

uma superfície (massa microbiana) por pulsos curtos de laser; os íons (proteínas de 

baixo peso molecular) são acelerados num campo magnético e migram em um tubo 

de vácuo. As proteínas ionizadas são detectadas na parte superior do tubo de vácuo 

a partir do ‘tempo de voo’ da proteína, o que gera um espectro que é comparado com 

um banco de dados, o que permite a identificação microbiana (MURRAY, 2010).  

A utilização do MALDI-TOF na rotina laboratorial permitiu a identificação mais 

rápida dos microrganismos em comparação aos métodos convencionais e assim pode 

contribuir com a diminuição do tempo para intervenção terapêutica mais efetiva 

(HUANG et al., 2013). A utilização de MALDI-TOF para identificação de 

microrganismos já se tornou uma realidade na rotina de muitos laboratórios de 

microbiologia e só não é mais amplamente utilizada devido ao alto custo do 

equipamento. A metodologia de MALDI-TOF além de permitir a identificação rápida 

de microrganismos tem sido avaliada para outras finalidades como a detecção de 

mecanismos de resistência ou mesmo para a tipagem de microrganismos. Assim, 

devido a rapidez do MALDI-TOF, seria importante que essa técnica pudesse ser 

utilizada na avaliação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos a fim de permitir que 

o laboratório de microbiologia possa prover não somente a identificação do 

microrganismo, mas também sua resposta in vitro aos antimicrobianos em um tempo 

consideravelmente mais curto do que o tempo necessário para a identificação e 

antibiograma por métodos convencionais (TIMBROOK et al., 2017).  

Neste sentido, este trabalho objetivou avaliar um método rápido de determinação 

da suscetibilidade ao antimicrobiano Polimixina B - antibiótico de escolha para 

bactérias gram-negativas resistente aos carbapenêmicos - de colônias puras 

crescidas em ágar e direto do frasco de hemocultura com o auxílio do sistema MALDI-

TOF. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Estratégias de busca 

 

A revisão da literatura foi realizada através de dados do PubMed/Medline, BVS 

(Biblioteca Virtual em Saúde) e Scielo, utilizando de forma combinada ou isolada as 

palavras chaves: “Direct on target microdroplet growth assay”, “MALDI-TOF AND 

antimicrobial susceptibility test” e “MALDI-TOF AND polymyxin” (Figura 1). 

 

 

 

   
Termos de busca: 

    

   

“Direct on target microdroplet growth 
assay”, “MALDI-TOF AND antimicrobial 
susceptibility test” e “MALDI-TOF AND 

polymyxin”    

             

             

BVS: 139 
artigos 

            
Scielo: 4 artigos 

       

             

             

 
            PubMed/Medline: 

362 artigos        

             

   

80 ARTIGOS SELECIONADOS APÓS 
A BUSCA. 

   

      

      

      

             

             

             

   

APÓS LEITURA NA ÍNTEGRA: 59 
ARTIGOS USADOS PARA A 

ELABORAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

   

      

      

      

      

      
 

Figura 1. Fluxograma de pesquisa em bases de dados 
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Os artigos foram selecionados, inicialmente, com base em seus títulos e 

resumos e, após a leitura na íntegra dos artigos, os que correspondiam com o assunto 

foram utilizados. Foram selecionados 59 artigos de língua inglesa de 1995 a 2022. 

Outros artigos citados pelos estudos selecionados também foram incluídos para a 

elaboração da dissertação. 

 

2.2  Bacilos gram-negativos resistente aos carbapenêmicos 

 

 

Os principais bacilos gram-negativos (BGN) de importância clínica podem ser 

divididos em 2 grandes grupos: as enterobactérias e os BGN não fermentadores 

(BGNNF). Esses grupos de bactérias são responsáveis pela maioria das infecções 

hospitalares e comunitárias e por isso sua identificação é de suma importância para o 

direcionamento terapêutico (OPLUSTIL, 2004). Nas últimas décadas, infecções 

hospitalares causadas por microrganismos multirresistentes têm causado um 

significativo aumento da morbidade e mortalidade em pacientes, assim como um 

importante impacto nos custos das internações (HANSEN, 2021). 

O sucessivo aumento de resistência contra antibióticos aminoglicosídeos, beta 

lactâmicos e fluorquinolonas fez com que restassem como tratamento de escolha os 

carbapenêmicos para tratar infecções causadas por BGN (TZOUVELEKIS, 2012). 

Contudo, o extensivo uso dos carbapenêmicos nos últimos anos fez com que 

surgissem cada vez mais casos de bactérias resistentes a todas essas classes de 

antibióticos, incluindo os carbapenêmicos, o que se tornou um problema de saúde 

pública em todo o mundo devido à escassez de opções para tratar essas infecções 

(MIRIAGOU, 2010; BASSETI, 2019).  

As ERC são consideradas pelo “Centers for Diseases Controls and Prevention” 

(CDC) como bactérias da ordem Enterobacterales que apresentam resistência 

fenotípica a qualquer um dos carbapenêmicos, ou ainda, possuam alguma enzima 

codificadora de carbapenemase (VAN DUIN et al., 2020). Assim como as ERC, alguns 

BGNNF como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistente aos 

carbapenêmicos também são considerados importantes causadores de infecções 

hospitalares e são considerados patógenos prioritários pela Organização Mundial de 
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Saúde para a pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos e diagnósticos 

mais rápidos (OMS, 2017). 

A resistência aos carbapenêmicos em BGN pode ocorrer por mutação 

cromossomal, mas geralmente ocorre \\por transferência horizontal de elementos 

genéticos carreadores de genes de carbapenemases. As carbapenemases podem ser 

divididas em dois grandes grupos: serino-carbapenemases e metalo-betalactamases 

(MBL). O primeiro grupo contém um grupo serina em seu sítio ativo e pode ser 

inativado por inibidores de beta-lactamases, já o segundo contém íon zinco no seu 

sítio ativo, e são inibidos por compostos quelantes como o EDTA (QUEENAN, BUSH, 

2007). Conforme a definição de Ambler, as serino-carbapenemases podem ser de 

Classe A - sendo a mais conhecida a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC); 

de Classe C (cefalosporinases, como AmpC) e de Classe D (oxacilinases). Já as MBL, 

pertencentes a Classe B de Ambler, englobam como principais enzimas a 

Imipinemase (IMP), a “Verona integron-encoded metallobetalactamase” (VIM) e a 

“New Delhi metallobetalactamase” (NDM) (BUSH e JACOBY, 2010; NORDMANN e 

POIREL, 2002; VAN DUIN e DOI, 2017). 

Com o significativo aumento de infecções causadas por essas bactérias 

produtoras de carbapenemases nos últimos anos, se faz necessário o 

desenvolvimento de métodos diagnósticos mais rápidos para a identificação do 

patógeno e determinação da sensibilidade para que se possa controlar o aumento da 

resistência bacteriana e aumentar as chances de vida de pacientes que venham a 

adquirir estas infecções (DIENE; ROLAIN, 2014; PEREZ, BONOMO, 2019). 

 

2.3 Polimixinas 

 

As polimixinas são uma classe de antimicrobianos descoberta nos anos 1940 

que são produzidas por uma bactéria gram-positiva encontrada nos solos: 

Paenibacillus polymyxa (BENEDICT; LANGLYKKE, 1947). Introduzida na clínica no 

final dos anos 1950, esta classe de antibióticos compreende as moléculas Polimixina 

B e Polimixina E (colistina). Ambas apresentam atividade similar e diferem apenas por 

um aminoácido na sua estrutura química (Figura 2), sendo que tiveram como o 

diferencial de serem muito específicas para BGN, em contraste com todos os 

antibióticos reportados na época (ROSS et al. 1959; VELKOV et al. 2019). Uma das 
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diferenças clínicas entre as duas formas de polimixinas é que a polimixina B não é 

indicada para uso oral, podendo ser administrada pelas vias intravenosa, 

intramuscular, inalatória, intratecal, ou ainda por via tópica (KWA et al., 2007). O 

mecanismo de ação das polimixinas se dá por meio da interação entre o polipeptídeo 

catiônico do antimicrobiano com os lipopolissacarídeos (LPS) aniônicos da membrana 

externa da bactéria, que leva a um vazamento do conteúdo celular e então à lise 

bacteriana (FALAGAS, KASIAKOU e SARAVOLATZ, 2005).  

Após alguns anos no tratamento de doenças infeciosas, se relacionou o uso das 

polimixinas à uma alta incidência de nefrotoxicidade e neurotoxicidade, e com a 

introdução de novos antimicrobianos mais seguros e igualmente eficazes, como os 

beta lactâmicos, as polimixinas foram deixadas de serem utilizadas na clínica médica 

(KOCK-WESER et al., 1970). No entanto, com o aumento do uso dos antimicrobianos 

beta lactâmicos, em particular os carbapenêmicos, foi criada uma pressão seletiva 

que contribuiu no aparecimento de resistência aos carbapenêmicos (HAMZAOUI et 

al., 2018). Assim, as polimixinas foram reintroduzidas na clínica como última opção 

terapêutica contra ERC e BGNNF resistentes aos carbapenêmicos (OSEI, 2016).  

 

 



18 

 

 

Figura 2. Estrutura química da colistina (a) e da polimixina B (b). Fonte: PubChem. Disponível em 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 

2.3.1 Resistência às Polimixinas 

 

O aumento do uso das polimixinas nos últimos anos para tratamento de 

infecções causadas pelas bactérias multirresistentes ocasionou o surgimento de 

cepas resistentes a este antibiótico. Embora muitos mecanismos de resistência já 

tenham sido descritos, a principal forma de resistência às polimixinas é devido à uma 

modificação no LPS da bactéria através da adição de um grupo 4-amino-4-desoxy-

arabinose, fosfoetanolamina ou galactosamina no lipídio A, o que é causado por 

alterações cromossômicas nos sistemas phoP/phoQ e pmrA/pmrB. Essas alterações 

fazem com que as polimixinas percam a capacidade de ligação na membrana da 

bactéria, inativando assim a sua ação (CANNATELLI, 2017; MOFFATT, HARPER E 

BOYCE, 2019). 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/


19 

 

Além disto, uma disseminação mundial de um gene denominado mcr-1 mediado 

por plasmídeo tem sido reportada atualmente como consequência do amplo uso das 

polimixinas, tanto na clínica como no ecossistema (LIU, 2020; MMATLI, 2020). Este 

tipo de resistência gerou um alerta global, já que a resistência devido a transmissão 

plasmidial tende a se disseminar de forma muito mais rápida do que a cromossomal 

(LIU, et al., 2016).  

Estudos sugerem que a transmissão do gene mcr-1 pode acontecer através da 

cadeia alimentar ou contato direto entre humanos e animais, como também através 

de contaminações ambientais pela água e vegetais, tendo como principal vetor o trato 

gastrointestinal de animais submetidos ao uso de polimixinas como promotor de 

crescimento na agroindústria (CHEN et al., 2017). Apesar disto, não se observou na 

clínica um aumento expressivo de resistência às polimixinas por este gene (LI et al., 

2019). Ainda, a Polimixina apresenta uma alta taxa de sensibilidade a bacilos gram-

negativos produtores de carbapenemases, podendo chegar a mais de 90% de 

suscetibilidade em alguns países (ZHANG et al., 2018). 

 

2.3.2 Determinação da Suscetibilidade à Polimixina B 

 

A determinação in vitro da susceptibilidade das polimixinas é influenciada por 

alguns fatores, principalmente pelas propriedades catiônicas deste fármaco, o que 

torna mais limitada as técnicas utilizadas para sua análise. Os testes de disco-difusão 

e de gradiente de concentração, amplamente utilizados para a determinação da 

suscetibilidade a antimicrobianos nos laboratórios de rotina de microbiologia, não são 

reprodutíveis para as polimixinas principalmente devido à baixa capacidade de difusão 

do antibiótico no meio ágar, sendo estas técnicas não recomendadas pelo CLSI e 

EUCAST (BAKTHAVATCHALAM et al. 2018).     

A microdiluição em caldo, descrita na ISO 20776-1, a qual utiliza um meio de 

cultura com cátion ajustado para se adequar às características moleculares das 

polimixinas é considerada de referência para a determinação da suscetibilidade a 

esses antibióticos,  apesar de ser um método laborioso e demorado (necessita em 

torno de 24 horas). Por este motivo, algumas empresas criaram kits comerciais para 

a realização da microdiluição da polimixina, com o antibiótico liofilizado nas placas de 

microtitulação, como Sensititre™ (Thermo Fischer Scientific), MICRONAUT-S (Merlin 
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Diagnostika) e Policimbac® (Probac do Brasil) que, embora possuam uma melhor 

correlação com a metodologia padrão, ainda assim necessitam do mesmo tempo de 

incubação (24 horas), o que não auxiliaria em um exame mais rápido (MATUSCHECK 

et al. 2018; DALMOLIN, 2020; WANG et al., 2021). 

 

2.3.2.1 Determinação da Suscetibilidade à Polimixina B - Métodos Alternativos 

 

Alguns autores sugerem que sejam desenvolvidos novos métodos mais rápidos 

de detecção à resistência em Polimixinas. Como exemplo disso, Nordmann e Poirel 

desenvolveram em 2016 o ‘Rapid Polymyxin NP’, método colorimétrico que detecta a 

resistência à Polimixina através da alteração de pH e consequente mudança de 

coloração do meio de cultura em poucas horas. Apesar de ser um método de fácil 

execução e resultados rápidos, ele demonstrou não possuir bons resultados em 

isolados com baixo nível de resistência, como também não pode ser utilizado 

diretamente de colônias bacterianas crescidas em Ágar MacConkey - um dos meios 

de cultura mais utilizados na rotina de microbiologia para isolamento de bacilos gram-

negativos. Além do mais, a necessidade de ajuste do pH do meio e a leitura visual do 

teste podem interferir na interpretação dos resultados (POIREL, JAYOL E 

NORDMANN, 2017; NETO et al., 2020). 

Outros testes alternativos para a determinação da suscetibilidade às Polimixinas 

são os testes automatizados. Equipamentos como Vitek 2 System (bioMérieux®) e 

Phoenix (BD Diagnostics®) fazem a incubação das bactérias em contato com 

diferentes concentrações do antibiótico e realizam a leitura de acordo com o 

crescimento bacteriano nas concentrações definidas. Apesar de serem mais simples 

de realizar e liberarem o resultado de forma mais rápida (4 - 16 horas), estes testes 

possuem um alto custo e uma baixa capacidade de detecção de isolados resistentes, 

não sendo indicados para uso pelos manuais CLSI e EUCAST (TAN, NG, 2017; 

POIREL, JAYOL E NORDMANN, 2017). 

Existem também meios seletivos que podem ser utilizados como testes de 

triagem para detecção de isolados resistentes às polimixinas: Superpolymyxin®, 

ChromID® Colistin R e CHROMagar™ COL-APSE. Esses meios de cultura possuem 

colistina na sua composição, favorecendo o crescimento de microrganismos 

resistentes a este antibiótico e inibindo o crescimento de isolados sensíveis. Estes 
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meios seletivos podem ser úteis na triagem de isolados resistentes, porém, não 

informam a real suscetibilidade da bactéria às polimixinas, e requerem um tempo de 

incubação também de 24 horas (LESHABA, MBELLE, SEKYERE, 2022). 

2.4 Infecção de Corrente Sanguínea 

 

A corrente sanguínea é estéril, porém pode ser invadida por bactérias 

(bacteremia) sendo que normalmente o próprio corpo humano se encarrega de 

destruí-las sem provocar qualquer manifestação clínica ao indivíduo. A presença de 

bactérias na corrente sanguínea pode, no entanto, levar a uma intensa resposta imune 

do hospedeiro, gerando o processo de sepse. De acordo com o terceiro consenso 

internacional de definições para sepse e choque séptico, sepse deve ser definida 

como disfunção orgânica com risco de vida, causada por uma resposta desregulada 

do hospedeiro à infecção (SINGER et al., 2016). 

Na sepse, o organismo produz mediadores inflamatórios que produzem febre ou 

hipotermia, taquicardia, taquipnéia e o aumento ou diminuição de células sanguíneas, 

sendo fatores importantes para a determinação da Síndrome da Resposta Inflamatória 

Sistêmica - ou do inglês, “Systemic Inflammatory Response Syndrome” (SIRS) de 

acordo com o “American College of Chest Physicians and the Society of Critical Care 

Medicine” (1992). A SIRS, desde 1992, foi considerada um importante parâmetro para 

detectar a sepse em pacientes antes das hemoculturas se tornarem positivas, porém, 

seu critério ainda era limitado (KAUKONEN et al., 2015), o que fez com que surgisse 

um novo consenso para definir o estágio de sepse em um paciente: Sepsis 3. 

A nova definição de sepse foi estabelecida seguindo o critério de Avaliação 

Sequencial de Falência de Órgãos Relacionados à Sepse (SOFA) o qual utiliza um 

somatório de pontos para determinar o quadro de sepse, e leva em consideração a 

pressão sanguínea, plaquetas, bilirrubina, catecolaminas e escala de Glasgow 

(SINGER, 2016). 

Os principais indivíduos afetados pela sepse bacteriana são pacientes 

internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), atingindo cerca de 30% desses 

pacientes em todo o mundo. Além dos riscos de vida que afetam pacientes com sepse, 

esse processo infeccioso pode deixar sequelas irreparáveis nos indivíduos. Um 

estudo realizado por Iwashyna e colaboradores em 2012 mostrou uma relação em 
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pacientes idosos que sobreviveram à sepse com novos comprometimentos cognitivos 

que ocasionaram a perda de independência para a realização de suas funções diárias. 

Os critérios clínicos para suspeitar de sepse e iniciar um tratamento rápido são 

imprescindíveis para aumentar as chances de vida do paciente. No entanto, os 

resultados de exames laboratoriais também apresentam um papel muito importante 

no diagnóstico e tratamento da sepse pois fornecem a identificação do patógeno bem 

como sua suscetibilidade in vitro aos antibióticos. 

 

2.4.1 Diagnóstico Laboratorial de Infecção na Corrente Sanguínea 

 

A detecção do agente etiológico em pacientes com suspeita de sepse é feita 

através do exame bacteriológico do sangue (hemocultura). Para a hemocultura, deve-

se coletar pelo menos 40 ml de sangue, se paciente adulto, e inocular em frascos com 

meio de cultura líquido, os quais devem ser incubados à 37ºC para avaliação de 

crescimento bacteriano (OPLUSTIL, 2020). Atualmente, a maioria dos laboratórios de 

microbiologia utilizam equipamentos automatizados (BacT/ALERT® 3D - BioMérieux; 

ou BACTEC® - BD Diagnostic Systems) para processamento das hemoculturas. 

Esses equipamentos detectam a presença de bactérias através da liberação de CO2 

produzido durante o processo de crescimento bacteriano nos frascos (JORGENSEN 

et al., 1997). 

Depois que as hemoculturas apresentam crescimento bacteriano, a identificação 

dos microrganismos é feita tradicionalmente através de métodos bioquímicos 

convencionais, os quais são dependentes do crescimento dos microrganismos em 

meios específicos para sua identificação, o que leva em torno de 24 horas (OPLUSTIL, 

2020). Técnicas moleculares têm sido aplicadas para acelerar a identificação dos 

microrganismos de hemoculturas positivas, como hibridização in situ e tecnologia 

microarray. Entretanto, essas técnicas são limitadas pelo número de patógenos que 

conseguem detectar, e apresentam um custo muito elevado para uma rotina 

laboratorial (MULDREW, K.L., 2009).  

Métodos automatizados para a identificação bacteriana têm ganhado espaço nos 

laboratórios por fornecerem um resultado mais preciso em menos tempo. Entre as 

principais tecnologias automatizadas no Brasil, destaca-se o Vitek-2, Microscan e 
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Phoenix, equipamentos que realizam a identificação bacteriana, bem como o teste de 

suscetibilidade aos antimicrobianos a partir da colônia crescida em meio de cultura 

sólido e liberam o resultado em algumas horas (JIN et al. 2006). Estes métodos, 

embora sejam de utilização frequente nos laboratórios de microbiologia, além de 

necessitarem de um tempo não tão curto para a liberação do resultado, necessitam 

de insumos comerciais (painéis) considerados bastante caros para a execução do 

teste, e não possuem um banco de dados tão robusto quanto novos equipamentos já 

desenvolvidos (MALDONADO, ROBLEDO, 2017).  

2.5 MALDI-TOF  

 

Entre os métodos automatizados de identificação bacteriana mais atuais 

destaca-se o MALDI-TOF. Diferentemente dos métodos tradicionais que utilizam a 

avaliação de provas bioquímicas (sejam eles manuais ou automatizados), a 

metodologia de MALDI-TOF é uma metodologia que permite a identificação de 

microrganismos, a partir do crescimento colonial, em questão de minutos. A técnica 

de MALDI-TOF se baseia na ionização, por pulsos curtos de laser, de material (massa 

microbiana) cristalizado em uma superfície; os íons (proteínas de baixo peso 

molecular) são acelerados num campo magnético e migram em um tubo de vácuo. As 

proteínas ionizadas são detectadas na parte superior do tubo de vácuo e a partir do 

tempo de voo e da massa da proteína é gerado um espectro proteico que é comparado 

com um banco de dados, o que, em última instância, permite a identificação 

microbiana (Figura 3) (MURRAY, 2010; SCHUBERT; KOSTRZEWA, 2017.) 

Apesar do custo inicial alto para a aquisição do equipamento de MALDI-TOF, 

essa técnica permite reduzir significativamente os custos com reagentes utilizados 

pelos métodos tradicionais de identificação bacteriana. Aliado à facilidade da técnica, 

rapidez para a liberação dos resultados e alta reprodutibilidade dos testes, o MALDI-

TOF representa uma tecnologia inovadora e avançada que já está substituindo os 

métodos tradicionais em muitos laboratórios de rotina ao redor do mundo (TRAN, 

2015; JANG, 2018).  
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Figura 3. Princípios da tecnologia de espectrometria de massas por ionização/dessorção de matriz 

assistida por laser por tempo de voo (MALDI-TOF MS). Adaptado de Croxatto, Prod’hom e Greub, 

2011. 

 

2.5.1 Identificação bacteriana rápida associada ao teste rápido de sensibilidade aos 

antimicrobianos  (TSAR) 

 

As técnicas de identificação rápida de bactérias diretamente de frascos de 

hemoculturas reduzem o tempo de liberação do exame em média em 24 horas, o que 

já permitiria guiar a terapia antimicrobiana conforme o tipo de bactéria identificada 

(LAGACE-WIENS et al, 2012). A identificação rápida de microrganismos é uma 

alternativa importante para auxiliar no diagnóstico e otimizar o tratamento de pacientes 

com sepse. Entretanto, somente a identificação bacteriana rápida sem o teste de 

sensibilidade rápido pode não ser tão impactante para otimizar o tratamento do 

paciente com sepse (BEGANOVIC et al, 2019). De fato, Timbrook e colaboradores em 

2017 avaliaram o impacto da identificação bacteriana rápida com e sem o TSAR e 

chegaram à conclusão de que o risco de mortalidade reduziu significativamente 

quando a identificação rápida era acompanhada de TSAR. Além disso, o tempo de 
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permanência hospitalar também foi avaliado e demonstrou ser reduzido quando a 

identificação e o teste de sensibilidade são rápidos. 

O MALDI-TOF já foi bem validado quanto à sua performance na identificação de 

microrganismos, e tem seu uso aprovado pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) no Brasil, bem como por diversos outros órgãos de vigilância no 

mundo. O que se espera no futuro é poder validar outros métodos alternativos 

utilizando o MALDI-TOF, como a determinação da suscetibilidade aos 

antimicrobianos, para que possam ser usados além da pesquisa, mas também nos 

laboratórios de rotina em todo o mundo (FLORIO et al., 2020, ANVISA, 2022). 
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3. MARCO CONCEITUAL 

 

 

 

 

 
Figura 4. Mapa conceitual da resistência bacteriana em bacilos gram-negativos 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

A diminuição do tempo para liberação dos resultados da rotina de microbiologia 

(identificação do microrganismo e teste de sensibilidade aos antimicrobianos) é 

essencial para otimização do diagnóstico e tratamento dos pacientes, especialmente 

aqueles com infecções por BGN produtores de carbapenemases. O aumento global 

das infecções por ERC e não-fermentadores resistentes aos carbapenêmicos é 

alarmante e representa uma ameaça crescente à prestação de cuidados de saúde e 

à segurança do paciente. Para estas infecções, uma das últimas e mais usadas 

opções de tratamento é a Polimixina B, que também teve seu uso aumentado, o que, 

consequentemente, levou ao surgimento de resistência a este antibiótico nos últimos 

anos.  

Atualmente, o método de identificação de bactérias e o resultado do TSA 

tradicionais requerem em média 48 horas. Ainda, para a determinação da 

suscetibilidade à Polimixina B, a técnica de microdiluição em caldo embora seja o 

método padrão, é bastante laboriosa e demorada. 

Assim, se faz necessário o desenvolvimento de métodos rápidos que permitam 

realizar a identificação bacteriana e determinar seu perfil de sensibilidade o mais breve 

possível. Em pacientes com ICS, o risco torna-se ainda mais elevado e, por isso, é 

importante o desenvolvimento de novos métodos diagnósticos que possam ser 

realizados diretamente dos frascos de hemoculturas. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a tecnologia de MALDI-TOF como método rápido de teste de suscetibilidade 

de Polimixina B para bacilos gram negativos. 

 

5.2 Objetivos Específicos 

 

● Avaliar o desempenho do MALDI-TOF para a determinação da suscetibilidade à 

Polimixina B em Enterobacterales resistentes aos carbapenêmicos em colônias 

crescidas em ágar. 

 

● Avaliar o desempenho do MALDI-TOF para a determinação da suscetibilidade à 

Polimixina B em bacilos gram-negativos não-fermentadores resistentes aos 

carbapenêmicos em colônias crescidas em ágar. 

 

● Determinar o perfil de suscetibilidade de bacilos gram-negativos frente à 

Polimixina B diretamente dos frascos de hemoculturas e comparar com o método 

padrão. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Com o avanço da disseminação de bactérias produtoras de carbapenemases e 

com a escassez de opções terapêuticas contra estas bactérias, a Polimixina B ainda 

é uma opção importante no manejo de pacientes que adquirem estas infecções. Com 

a dificuldade na realização de métodos práticos para determinação da suscetibilidade 

às polimixinas, novos métodos mais rápidos e simples deverão ser desenvolvidos para 

serem utilizados como alternativas à microdiluição em caldo (método padrão). 

Neste estudo foi possível padronizar um novo método para a determinação da 

suscetibilidade à Polimixina B, utilizando o mesmo meio de cultura do método padrão-

ouro e a mesma concentração de antibiótico como ponto de corte, diminuindo o tempo 

de realização do teste em pelo menos 20 horas. Os resultados deste estudo 

demonstraram uma excelente correlação entre o novo método (DOT-MGA Adaptado) 

e o método padrão, tanto para colônias obtidas de meio sólido bem como para 

colônias em frascos positivos de hemoculturas. É importante ressaltar que para a 

determinação da suscetibilidade às polimixinas pela microdiluição em caldo, somente 

é possível através de colônias crescidas em meio sólido, o que acarreta em demora 

de liberação do resultado do exame em pelo menos mais um dia.  

O método de DOT-MGA original testou apenas a Polimixina E (colistina), e não 

obteve resultados satisfatórios para isolados bacterianos resistentes, inviabilizando o 

uso deste método para tal antibiótico (IDELEVICH et al., 2021). Com os ajustes 

realizados neste trabalho (alteração na concentração de bactérias e da diluição do 

meio, além da adição de ácido fórmico), foi possível chegar a um protocolo mais 

prático. Diferentemente do trabalho original em que se utilizou placas hidrofóbicas 

(não reutilizáveis) de MALDI-TOF, todos os testes foram realizados com placas de 

metal reutilizáveis, diminuindo os custos. Outro ponto importante a ressaltar, foi a 

utilização do software MBT Compass (o mesmo utilizado para a identificação de 

bactérias) em contraste com o método original em que foi necessário ser criado um 

outro software para a análise dos resultados. 

Com isso, este novo método (DOT-MGA Adaptado) para a determinação da 

suscetibilidade à Polimixina B tem um grande potencial como método de triagem para 

detecção mais rápida de resistência às polimixinas, podendo ser utilizado em qualquer 

laboratório que possua o equipamento de MALDI-TOF, com os próprios insumos do 
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mesmo. A informação da suscetibilidade à Polimixina B pelo método DOT-MGA 

Adaptado pode ser liberada de forma muito mais rápida, em pelo menos um dia antes 

do resultado da microdiluição em caldo, e isso deverá auxiliar de forma muito 

significativa o tratamento de pacientes com infecção na corrente sanguínea.  
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 

Levando em consideração as técnicas disponíveis para a determinação da 

suscetibilidade à Polimixina B, a técnica de DOT-MGA Adaptada mostrou ser uma das 

melhores opções para laboratórios que possuem o equipamento de MALDI-TOF. Além 

de ser uma técnica relativamente simples de ser executada, não necessita de insumos 

adicionais aos que já se utiliza para a identificação microbiana, e se consegue acessar 

ao resultado final em um tempo relativamente mais curto do que outras metodologias, 

inclusive a metodologia padrão de microdiluição em caldo. 

Assim como o MALDI-TOF foi liberado pela ANVISA para uso na rotina laboratorial 

no âmbito da identificação bacteriana, se espera que este equipamento, que possui uma 

variedade tão grande de opções de uso, possa também ser certificado para a 

determinação da suscetibilidade aos antimicrobianos com o auxílio deste trabalho.  
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1 - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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Anexo 3 – Diretriz Metodológica (STARD) 

 Section & Topic No Item 

    

 TITLE OR ABSTRACT   

 OK 1 Identification as a study of diagnostic accuracy using at least one measure of accuracy 

(such as sensitivity, specificity, predictive values, or AUC) 

 ABSTRACT   

 OK 2 Structured summary of study design, methods, results, and conclusions  

(for specific guidance, see STARD for Abstracts) 

 INTRODUCTION   

 OK 3 Scientific and clinical background, including the intended use and clinical role of the index test 

 OK 4 Study objectives and hypotheses 

 METHODS   

 Study design 

OK 

5 Whether data collection was planned before the index test and reference standard  

were performed (prospective study) or after (retrospective study) 

 Participants 6 Eligibility criteria  

 Not Applicable 7 On what basis potentially eligible participants were identified  

(such as symptoms, results from previous tests, inclusion in registry) 

  8 Where and when potentially eligible participants were identified (setting, location and dates) 

  9 Whether participants formed a consecutive, random or convenience series 

 Test methods 10a Index test, in sufficient detail to allow replication 

 OK 10b Reference standard, in sufficient detail to allow replication 

  11 Rationale for choosing the reference standard (if alternatives exist) 

  12a Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories  

of the index test, distinguishing pre-specified from exploratory 

  12b Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories  

of the reference standard, distinguishing pre-specified from exploratory 

  13a Whether clinical information and reference standard results were available  

to the performers/readers of the index test 

  13b Whether clinical information and index test results were available  

to the assessors of the reference standard 

 Analysis 14 Methods for estimating or comparing measures of diagnostic accuracy 

 OK 15 How indeterminate index test or reference standard results were handled 

  16 How missing data on the index test and reference standard were handled 

  17 Any analyses of variability in diagnostic accuracy, distinguishing pre-specified from exploratory 

  18 Intended sample size and how it was determined 

 RESULTS   

 Participants 19 Flow of participants, using a diagram 

 Not Applicable 20 Baseline demographic and clinical characteristics of participants 

  21a Distribution of severity of disease in those with the target condition 

  21b Distribution of alternative diagnoses in those without the target condition 

  22 Time interval and any clinical interventions between index test and reference standard 

 Test results 

OK 

23 Cross tabulation of the index test results (or their distribution)  

by the results of the reference standard 

  24 Estimates of diagnostic accuracy and their precision (such as 95% confidence intervals) 

  25 Any adverse events from performing the index test or the reference standard 

 DISCUSSION   

 OK 26 Study limitations, including sources of potential bias, statistical uncertainty, and generalisability 

  27 Implications for practice, including the intended use and clinical role of the index test 

 OTHER INFORMATION 

OK 

  

  28 Registration number and name of registry 

  29 Where the full study protocol can be accessed 

  30 Sources of funding and other support; role of funders 
    

 


