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RESUMO

A resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos, em especial o desenvolvimento
de carbapenemases, constitui-se em um grave problema de saude publica. Estas
enzimas sao capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, aztreonam e
carbapenémicos, acarretando em alta morbimortalidade para o0s pacientes
infectados, levando ainda a uma terapia antibidtica bastante restrita, complexa e
honerosa. Diante disso, objetivou-se realizar uma revisdo bibliografica sobre as
carbapenemases, abordando suas classificacdes, métodos de deteccao, terapéutica,
controle e prevencao; considerando a necessidade de alerta aos profissionais de
saude e a populacdo em geral a respeito da relevancia do tema. Logo, foram
consultados artigos cientificos, teses e dissertacfes junto a base de dados do
Google Académico, Scielo e PubMed, utilizando, principalmente, as palavras-chave:
carbapenemase, resisténcia bacteriana, deteccdo carbapenemases, tratamento
carbapenemases. Livros de microbiologia, notas técnicas e resolu¢des emitidas pela
Anvisa, disponibilizadas virtualmente, e o CLSI do ano vigente também foram fonte
de pesquisa. Micro-organismos produtores de carbapenemases tém sido
frequentemente identificados no Brasil e em todo mundo, tanto em membros da
familia Enterobacteriaceae quanto em nao fermentadores, como Acinetobacter spp.
As principais carbapenemases isoladas e reportadas sdo a KPC e a NDM,
apresentando ampla disseminacéo, pois geralmente sdo codificadas em genes
plasmidiais. A triagem por disco-difusdo e o teste de Hodge modificado sdo as
metodologias mais empregadas para deteccdo fenotipica de carbapenemases,
porém apenas testes moleculares, como a PCR, séo confirmatérios. Medidas
especificas para seu controle e prevencdo devem ser reforcadas, sobretudo a
importancia do uso racional de antibidticos; uma vez que sua inadequada
administracdo predispde ao desenvolvimento de resisténcia, um problema que é
inevitavel e progressivo, caso nao contido e controlado.

Palavras-chave: Resisténcia Bacteriana, Carbapenemases, Métodos de Deteccéo.

ABSTRACT

The bacterial resistance against antimicrobials, in particular the development of
carbapenemases, is in a serious public health problem. These enzymes are capable



of hydrolyzing penicillins, cephalosporins, aztreonam and carbapenems, resulting in
high morbidity and mortality for infected patients, leading even to a very limited,
complex and expensive antibiotic therapy. Therefore, the objective was to conduct a
literature review on the carbapenemases, addressing their ratings, detection
methods, treatment, control and prevention; considering the need to alert health
professionals and the general population about the importance of the topic. So they
were consulted scientific papers, theses and dissertations from the Google Scholar
database, Scielo and PubMed, using primarily keywords: carbapenemase, bacterial
resistance, carbapenemases detection, carbapenemases treatment. Microbiology
books, technical notes and resolutions issued by Anvisa, provided virtually, and the
current year CLSI were also a source of research. Producers carbapenemases
microorganisms have often been identified in Brazil and around the world, both
members of the Enterobacteriaceae as in non-fermenters, such as Acinetobacter
spp. The main isolated and reported carbapenemases are the KPC and NDM, with
wide spread as they are usually encoded in plasmid genes. Screening by disk
diffusion and modified Hodge test are the methods most used for phenotypic
detection carbapenemases, but only molecular tests such as PCR, are confirmatory.
Specific measures for its control and prevention should be strengthened, especially
the importance of rational use of antibiotics; since their inadequate administration
predisposes to the development of resistance, a problem that is inevitable and
progressive, if not contained and controlled.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana vem sendo mais discutida no Brasil, desde que
surtos em hospitais chamaram a atencdo da populacédo através da midia. O fato é
gue encontra-se como um assunto que deve ser debatido em todo mundo, sendo um
problema de saude publica global (NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; LEE;
BURGESS, 2012; ANVISA, 2013a; JASKULSKI, 2013).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fenémeno biolégico natural. A medida
gue agentes antimicrobianos sdo incorporados as praticas clinicas, cepas de micro-
organismos resistentes sdo detectadas em laboratério (MELO, 2010).

Os mecanismos de resisténcia das bactérias frente aos antimicrobianos séo
causados, sobretudo, pelo uso indiscriminado dos mesmos e pela propria presséao
seletiva do ambiente exercida pelo consumo de tais farmacos. Levando, assim, a
falhas terapéuticas e, consequentemente, ao aumento da morbimortalidade e de
gastos relativos a internacdo e as potentes drogas necessarias (CHAGAS, 2011;
FIGUEIRAL; FARIA, 2015).



A codificacdo da resisténcia bacteriana através de mecanismos genéticos se
exterioriza por meio de diferentes formas, tais como: producdo de enzimas
inativadoras dos farmacos, modificacdes dos antibidticos e/ou dos sitios alvo de
acao, hiperexpressao de sistemas de efluxo, alteracdes da permeabilidade da
membrana (KONEMAN et al., 2008; ANDRADE, 2011).

Destaca-se, por conseguinte, as carbapenemases, enzimas capazes de
hidrolisar todos os p-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, aztreonam,
carbapenémicos), classe de antimicrobiano mais diversificada e largamente
utilizada. Ressaltando ainda, que nestes casos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas
apresentam, muitas vezes, sensibilidade diminuida, deixando a antibioticoterapia
bastante reduzida (HIRSCH; TAM, 2010; AREND, 2014; MARTINEZ-MARTINEZ;
GONZALEZ-LOPEZ, 2014).

A primeira enterobactéria produtora de carbapenemase (NmcA) foi descrita
em 1993, na Franca, sendo de um isolado de Enterobacter cloacae (NAAS;
NORDMANN, 1994). Desde entéo, diversas carbapenemases tém sido identificadas.
Na atualidade, as de destaque sao Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e
a New Delhi Metalo B-lactamase (NDM), sendo responsaveis por surtos em diversas
regides do mundo, inclusive no Brasil (QUEIROZ et al., 2012; VIEIRA, 2013;
DJAHMI et al., 2014; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014).

Nesse contexto, considerando a relevancia e os desafios impostos pelo
préprio tema, objetivou-se realizar uma revisdo Dbibliografica sobre as
carbapenemases, abordando suas classificacdes, métodos de deteccao, terapéutica,
controle e prevencdo. Realizando uma atualizacdo e alerta aos profissionais

envolvidos na area, permitindo uma reflexdo sobre a emergéncia do problema.

2. MATERIAIS E METODO

Este estudo constituiu-se de uma revisao bibliografica de artigos cientificos,
teses e dissertacdes junto a base de dados do Google Académico, Scielo e PubMed,
utilizando, principalmente, as palavras-chave: carbapenemase, resisténcia
bacteriana, deteccdo carbapenemases, tratamento carbapenemases. Livros de
microbiologia, notas técnicas e resolucdes emitidas pela Anvisa, disponibilizadas
virtualmente, e o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) do ano vigente

também foram consultados.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Carbapenemases

A resisténcia aos antimicrobianos encontra-se em constante evolucao,
levando a preocupacdes no ambito hospitalar e comunitario. A limitagdo na
antibioticoterapia é uma das consequéncias deste problema, o que acarreta a
necessidade de tratamentos modernos, complexos e honerosos (MUGNIER et al.,
2010; SOARES, 2012; TUMBARELLO et al., 2012; BANERJEE et al., 2014; ROCK
et al., 2014).

Ressalta-se, ainda, que o surgimento de novas opcdes terapéuticas é bem
inferior & velocidade de selecdo e disseminacao de resisténcia bacteriana; tendo em
vista que um farmaco, desde sua descoberta, pesquisa e desenvolvimento, demora
em torno de dez anos para ser comercializado (QUEIROZ et al., 2012; ALVES;
BEHAR, 2013; FIGUEIRAL; FARIA, 2015).

Com o aparecimento de bactérias produtoras de B-lactamases, especialmente
enterobactérias, houve o crescente uso de drogas alternativas para o tratamento,
como aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Com a larga administracdo destas, os
micro-organismos adquiriram uma menor susceptibilidade as mesmas, com isso
passou-se a usar carbapenémicos para tratamento de bactérias multirresistentes.
Assim, houve o surgimento de enzimas mais versateis, com espectro mais amplo
que ESBL, as quais conferem resisténcia a todos os [-lactamicos - as
carbapenemases (THOMSON, 2010; TZOUVELEKIS et al., 2012; DJAHMI et al.,
2014; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014).

As carbapenemases foram inicialmente descritas como enzimas codificadas
somente por genes cromossémicos em algumas cepas bacterianas. Na década de
1990, porém, foram identificadas carbapenemases cujos genes codificadores se
encontravam em plasmideos. A partir de entdo, favoreceu a disseminacéo de tais
cepas multirresistentes, sendo estas frequentemente isoladas em todo o mundo
(ANDRADE, 2011; AREND, 2014; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014).

3.2 Classificacao

As [-lactamases, incluindo as carbapenemases, sao categorizadas
empregando distintos critérios. As classificacbes amplamente difundidas sédo: Ambler
(1980) e Bush, Jacoby e Medeiros (1995).



A classificagédo proposta por Ambler (1980) baseia-se na estrutura molecular
das enzimas e inclui todas as [(B-lactamases descritas em quatro classes: A, B, C e
D. As classes A, C e D sdo compostas por enzimas com serina no sitio ativo, e a
classe B € composta por enzimas com zinco em seu sitio ativo. Bush, Jacoby e
Medeiros (1995) agruparam as enzimas correlacionando seus substratos e perfis de
inibicdo, em grupos de 1 a 4, com subdivisbes nos mesmos. A correlagdo entre
estas duas classificagdes, molecular e fenotipica, foi atualizada por Bush e Jacoby
(2010).

Desse modo, as carbapenemases fazem parte das classes A, B e D de
Ambler (1980) e aos grupos 2df, 2f, 3a e 3b de Bush e Jacoby (2010).

3.2.1 Carbapenemases classe A

As carbapenemases da classe molecular A s&o serina carbapenemases e
correspondem ao grupo funcional 2f. Elas possuem capacidade de hidrolisar
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos; além disso, ndo sdo
inibidas pelo EDTA, apenas parcialmente pelo acido clavulanico ou tazobactam
(AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY, 2010; DJAHMI et al., 2014).

Uma variedade de carbapenemases classe A foram reportadas, algumas
codificadas por genes cromossomais, NmcA, SME, IMI-1, SFC-1; outras, por genes
presentes em plasmideos, KPC, IMI-2, GES. As mais disseminadas e, portanto, de
maior importancia sdo KPC e GES (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009; AREND,
2014).

A primeira KPC foi identificada na Carolina do Norte, Estados Unidos, em
1996, proveniente de um isolado clinico de Klebsiella pneumoniae. Sua atividade foi
associada a um plasmideo ndo conjugativo, o qual codificava a KPC-1 (YIGIT et al.,
2001). Logo em seguida, houve muitos relatos de uma KPC variante a descoberta
na costa leste dos Estados Unidos, sendo denominada KPC-2. Mais tarde,
observou-se que KPC-1 é idéntica a KPC-2 através do resequenciamento do gene
blakpc1 (MIRIAGOU et al., 2003; MOLAND et al., 2003; YIGIT et al., 2008).

Os genes blakpc, que codificam a KPC, estdo localizados em sua maioria no
transposson Tn4401, sendo este frequentemente associado ao Tnl331, o qual
contém 0s genes blaoxa-s € blargm1. Assim, por ser um gene encontrado em um
elemento movel, é facilmente transferido entre diferentes bactérias (NAAS et al.,
2008; ANDRADE, 2011; COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012).



No Brasil, as primeiras KPCs foram registradas na cidade de Recife, em 2006,
e no Rio de Janeiro, em 2009. Logo apds, foi relatada em varias localidades do pais,
mostrando sua disseminacdo nas espécies e géneros bacterianos. Denotando-se,
assim, a emergéncia do problema em muitos hospitais brasileiros (MONTEIRO et al.,
2009; PAVEZ; MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009; PEIRANO et al., 2009; CARVALHO-
ASSEF et al., 2010; ZAVASCKI et al., 2010; BEIRAO et al., 2011; SEKI et al., 2011;
CABRAL et al., 2012; FEHLBERG et al., 2012; JACOME et al., 2012; NICOLETTI et
al., 2012; ANVISA, 2013a; PEREIRA et al., 2013).

Arend (2014), em sua pesquisa, analisou 1029 isolados bacterianos com
suspeita de producdo de KPC, provenientes de hospitais do Estado do Parana, os
quais foram encaminhados para o Laboratério Central do Estado (LACEN-PR) no
periodo de janeiro de 2009 a maio de 2012. Um total de 74,9% isolados positivos
para o gene blaxpc foram relatados e 25,1% negativos. Alves e Behar (2013)
observaram que 41,5% dos pacientes com exame clinico positivo para
enterobactéria produtora de KPC, em um hospital de Porto Alegre, evoluiram para
Obito, evidenciando a alta morbimortalidade associada.

Algumas diferentes variantes de KPC j& foram descritas em todo o mundo,
sendo predominantemente isoladas em Klebsiella pneumoniae e outras
enterobactérias: Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Enterobacter spp, Salmonella
spp, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Serratia spp. No entanto, essa enzima
também ja foi relatada em n&o fermentadores, como Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii (QUEENAN; BUSH, 2007; VILLEGAS et al., 2007;
HIRSCH; TAM, 2010; ROBLEDO et al., 2010; THOMSON, 2010; JACOME et al.,
2012; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014; FIGUEIRAL; FARIA,
2015).

Em 2000, na Africa do Sul, foi descrita a mais recente carbapenemase da
classe A, a GES-2 (Guiana Extended-Spectrum), em isolado clinico de
Pseudomonas aeruginosa. Esta enzima € oriunda de uma [B-lactamase de espectro
estendido, GES-1, que adquiriu capacidade de hidrolisar carbapenémicos (POIREL
et al.,, 2001; AREND, 2014).

Os genes que codificam tais enzimas, blacges, tém sido localizados como
cassetes génicos em integrons, transposons ou associados com sequéncias de
insercdo, albergados em plasmideos (QUEENAN, BUSH, 2007; ANDRADE, 2011;
MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014).



Diversas carbapenemases GES variantes (GES-2, GES-4, GES-5, GES-6,
GES-11, GES-14, GES-18) foram detectados em todo o mundo em varias bactérias
gram negativas, fermentadoras ou ndo (BONNIN et al., 2011; DJAHMI et al., 2014;
ZEKA et al., 2014).

3.2.2 Carbapenemases classe B

As carbapenemases da classe B sdo dependentes de zinco (Zn*?) como
cofator enzimatico, portanto, sdo denominadas metalo B-lactamases (MBLs). Estas
correspondem ao grupo funcional 3 e possuem capacidade de hidrolisar todos os [3-
lactamicos, com excecdo dos monobactamicos. Sao inibidas pelo EDTA, porém néo
pelo &cido clavulanico ou tazobactam (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY, 2010;
MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014).

As MBLs podem ter origem cromossomal ou plasmidial. As cromossomais que
foram relatadas inicialmente, estavam presentes em Bacillus cereus, Aeromonas
spp. e Stenotrophomonas maltophilia (SABATH; ABRAHAM, 1966; SAINO et al.,
1982; IACONIS; SANDERS, 1990; WALSH et al., 1997). As plasmidiais, por sua vez,
conferem maior importancia devido a sua disseminagdo. Dentre algumas MpLs
plasmidiais descritas, tém-se: IMP (imipenemase), VIM (Verona imipenemase), SPM
(S&o Paulo metalo B-lactamase), GIM (German imipenemase), SIM (Seoul
imipenemase), NDM-1. Tendo maior destaque e reporte mundial IMP, VIM e NDM.
No Brasil, além destas, a SPM (ANDRADE, 2011; TZOUVELEKIS et al., 2012;
ANVISA, 2013a).

A maioria dos genes que codificam as MBLs estéo localizados como cassetes
génicos em uma diversidade de integrons, como no caso dos genes blayp e blayw.
Quando estes integrons se associam com transposons ou plasmideos, a
disseminacéao da resisténcia é facilitada (QUEENAN; BUSH, 2007; AREND, 2014).

A primeira MBL plasmidial reportada foi a IMP-1, identificada em isolados de
Pseudomonas aeruginosa em 1988 no Japdo (WATANABE et al.,, 1991). Desde
entdo, IMP propagou-se mundialmente, sendo detectada principalmente em
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e varias enterobactérias (WALSH et
al., 2005; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-LOPEZ, 2014). Em 1997, a enzima
VIM foi descrita em Verona, na Italia. Tipos variantes de VIM tornaram-se as mais
prevalentes MBLs em todo mundo, sendo isoladas de diversas espécies de bactérias
(LAURETTI et al., 1999; POIREL et al., 2000; DJAHMI et al., 2014).



Ressalta-se, ainda, que nem todas as carbapenemases da classe B estéo
associadas a integrons e transposons, como exemplo a SPM-1. Esta
carbapenemase foi isolada primeiramente de Pseudomonas aeruginosa em S&o
Paulo em 2001 (TOLEMAN et al.,, 2002). De acordo com Poirel e colaboradores
(2004), o gene blaspy, 0 qual codifica esta enzima, esta associado com regides
comuns que integra um novo tipo de estrutura transferivel com potenciais
recombinases e sequéncias promotoras. Desde o primeiro isolamento de SPM-1,
clones de Pseudomonas aeruginosa contendo SPM-1 tém causado diversos surtos
restritos aos hospitais brasileiros com alta mortalidade (GALES et al., 2003;
ZAVASCKI et al., 2005; BERTONCHELI; HORNER, 2008; AREND, 2014).

Recentemente, em 2008, uma nova carbapenemase foi identificada: a
NDM-1. Esta foi detectada no norte da Europa em Klebsiella pneumoniae isolada de
uma infecccdo do trato urindrio de um paciente de origem indiana, que havia sido
internado em Nova Delhi (YONG et al., 2009).

NDM variantes tém sido reportadas esporadicamente em algumas areas do
globo, sendo associadas ao turismo médico. O continente Indiano é o0 que possui
altas taxas de prevaléncia desta enzima. As NDMs séo identificadas principalmente
em isolados de bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, e em menor extensdo, em Acinetobacter spp. (ANDRADE,
2011; DJAHMI et al., 2014; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014).

O gene blaypu, pode ser encontrado em plasmideo ou cromossomicamente.
Em enterobactérias estdo localizados principalmente em plasmideos conjugativos
heterogéneos, de diferentes tamanhos e pertencentes a diferentes grupos de
incompatibilidade. Em ndo fermentadores, como Acinetobacter spp., sao
frequentemente localizados no cromossomo. Os plasmideos que carregam o gene
blanpw-1 podem abrigar numerosos genes de resisténcia, que conferem inatividade a
aminoglicosideos, macrolideos, sulfa e rifampicina (NORDMANN; NAAS; POIREL,
2011; AREND, 2014; DORTET; POIREL; NORDMANN, 2014).

Em comparacdo com as demais carbapenemases, as NDMs sao clinicamente
mais significativas, pois possuem caracteristicas que trazem consigo um impacto
social e na saude publica bem relevantes. Pode-se citar a alta capacidade de
disseminacdo do gene blaypy entre diferentes espécies; aquisicdo frequente por
patdgenos comumente isolados em hospitalais e na comunidade (Klebsiella

pneumoniae e Escherichia coli); tamanho do reservatério — subcontinente indiano,



onde foi proveniente a primeira detecgcdo e onde a populacdo e o isolamento s&o
altos (NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; MARTINEZ-MARTINEZ; GONZALEZ-
LOPEZ, 2014).

Os primeiros casos de NDM no Brasil ocorreram em 2013 no Rio Grande do
Sul. Estes casos foram confirmados pela Fundagédo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro
e comunicados nacionalmente pela Anvisa. A partir de entédo, foram lancadas notas
técnicas relatando medidas de controle e prevencdo de infeccbes por estas
bactérias multirresistentes (ANVISA, 2013a; ANVISA 2013b; CARVALHO-ASSEF et
al., 2013).

Rozales e colaboradores (2014) realizaram um estudo de vigilancia em 17
hospitais de Porto Alegre entre abril e outubro de 2013. Analisaram 1134 isolados
com sensibilidade reduzida aos carbapenémicos, destes, em 11 (0,97%) o gene
blanpwm-1 foi detectado.

Mais casos estdo sendo reportados de NDM em todo Brasil, inclusive em
associacdo com outros tipos de carbapenemases (VIEIRA, 2013; CARVALHO-
ASSEF et al., 2014; NODARI et al., 2014; PILLONETTO et al., 2014; PEREIRA et
al., 2015; QUILES et al., 2015).

3.2.3 Carbapenemases classe D

As carbapenemases da classe D, assim como as da classe A, sdo serina
carbapenemases. Também chamadas de oxacilinases (OXAs), correspondem ao
grupo funcional 2df, hidrolisam oxacilina ou cloxacilina e carbapenémicos, a estes
altimos apresentam uma baixa taxa de hidrolise quando comparada as demais
classes. Acido clavulanico ou tazobactam possuem atividade variavel na inibicdo das
OXAs, porém elas ndo sao inibidas pelo EDTA (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY,
2010; DJAHMI et al., 2014).

Algumas enzimas da classe D sdo apenas B-lactamases de espectro
estendido, ndo apresentando capacidade de hidrolisar carbapenémicos. Ja as que
possuem esta atividade sao principalmente: OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA 27, em especial, OXA-48. A resisténcia aos carbapenémicos parece ocorrer em
conjunto — OXAs que os hidrolisam juntamente com a impermeabilidade da
membrana e/ou bomba de efluxo dos antibidticos (QUEENAN; BUSH, 2007;
NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; AREND, 2014).



O primeiro produtor de OXA-48 foi identificado em isolado de Klebsiella
pneumoniae na Turquia em 2003 (POIREL et al., 2004). Logo apods, bactérias
produtoras desta enzima foram relatadas como fonte de surtos hospitalares ainda na
Turquia. Paises da Europa, parte sul e leste do Mar Mediterraneo e Africa ja
detectaram a presenca de OXA-48. No Brasil, o primeiro caso foi identificado a partir
de um isolado de Enterobacter cloacae em um hospital de Porto Alegre em 2013
(CARRER et al., 2010; POIREL et al.,, 2011; ANVISA, 2013a; ROZALES et al.,
2013).

A OXA-48 ndo é inibida pelo acido clavulanico ou tazobactam, hidrolisa
penicilinas e fracamente carbapenémicos, aztreonam e cefalosporinas, sendo a
resisténcia aparente quando outros mecanismos estdo envolvidos. E provavelmente
a carbapenemase mais dificil de ser identificada. S8o detectadas geralmente em
Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa e algumas enterobactérias (POIREL;
NAAS; NORDMANN, 2010; NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; POIREL;
POTRON; NORDMANN, 2012; DJAHMI et al., 2014).

3.3 Métodos de deteccéo

A deteccdo fenotipica de carbapenemases ainda é dificil. Usualmente, as
metodologias usadas sao: focalizacdo isoelétrica, disco-difusdo, E-test (CIM —
Concentracao Inibitéria Minima), teste de Hodge modificado, Carba NP, teste com
disco de EDTA, acido fenilborbnico ou cloxacilina, automacdo, dentre outros
(ANDERSON et al., 2007; ANVISA, 2013a; CLSI, 2015). Ja para a pesquisa do gene
envolvido utilizam-se as técnicas de biologia molecular. Os critérios para deteccéo

de tais enzimas foram preconizados na Nota Técnica da Anvisa n°® 01/2013.

3.3.1 Disco-Difuséo e Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Ao executar o antibiograma de enterobactérias isoladas de pacientes
nosocomiais, o microbiologista devera testar simultaneamente ertapenem, imipenem
e meropenem. Para bactérias do grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter
spp., Serratia spp., Providencia spp., Morganella morganii e Hafnia alvei), apenas
imipenem e meropenem (ANVISA, 2013a; CLSI, 2015).

Os critérios interpretativos de susceptibilidade a estes carbapenémicos em
enterobactérias estdo descritos abaixo (Quadro 1), segundo o CLSI 2015.



A determinacdo da CIM pode ser realizada por macrodiluicdo ou microdilu¢cao
em caldo ou por teste epsilométrico, como o E-test (AREND, 2014).

Caso o micro-organismo isolado seja susceptivel a todos os carbapenémicos,
nao se faz necessario a pesquisa de carbapenemases. Caso ao menos um seja
resistente, através deste método pode-se apenas sugerir a producdo de
carbapenemases, sendo necessaria a confirmagdo por outros testes (COTRIM,;
ROCHA; FERREIRA, 2012; ANVISA, 2013a).

Quadro 1 — Critérios para interpretacdo da susceptibilidade aos carbapenémicos em
Enterobacteriaceae.

Disco Difusdo (mm) CIM (pg/mL)
Sensivel | Intermediario | Resistente | Sensivel | Intermediario | Resistente
Doripenem =23 20-22 <19 <1 2 >4
Ertapenem =22 19-21 <18 <0,5 1 =2
Imipenem =23 20-22 <19 <1 2 >4
Meropenem| =23 20-22 <19 <1 2 >4

Fonte: M100-S25, CLSI 2015.

3.3.2 Teste de Hodge modificado

O CLSI 2015 determina que com a implementacdo dos novos critérios de
interpretacdo da susceptibilidade, o teste de Hodge modificado (MHT) s6 devera ser
realizado em casos de controle epidemioldgico e de infeccdo, ndo necessario seu
uso na rotina laboratorial.

Muitos laboratorios brasileiros, porém, o realizam para a deteccdo fenotipica
de produtor de carbapenemase, uma vez que é de facil execucéo e seu custo baixo.
Algumas limitagdes citadas séo a presenca de resultados falso-positivos em isolados
que produzem ESBL ou AmpC; aplicacdo somente em bactérias da familia
Enterobacteriaceae; resultados falso-negativos ocasionalmente reportados, como
em isolados produtores de NDM; complexa interpretagcdo (ANDERSON et al., 2007;
COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012; TZOUVELEKIS et al., 2012; ANVISA, 2013).

De acordo com o CLSI (2015), para realizacdo do MHT, semeia-se a cepa de
Escherichia coli ATCC 25922 (diluida 1:10 e com turvacdo 0,5 na escala de

McFarland) em agar Mueller Hinton (MH) e coloca-se um disco de ertapenem ou



meropem no centro da placa. Nao se recomenda por disco de imipinem, pois este
antimicrobiano ndo consegue detectar a presenca de carbapenemase no teste,
levando a resultados falsos negativos. Deve-se, ainda, fazer estrias partindo do
centro da placa para a periferia de uma cepa controle positivo (Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA-1705), controle negativo (Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA-1706) e amostra teste. Incuba-se overnight a 35+2°C. O crescimento de
Escherichia coli ao redor das estrias, com deformacéo do halo de inibicdo denota
producado de carbapenemases (Figura 1).

O MHT apresenta boa sensibilidade para deteccdo de KPC, porém para a
enzima NDM a sensibilidade é menor que 50% (DOYLE et al., 2012; GIRLICH,;
POIREL; NORDMANN, 2012). Portanto, a Anvisa (2013a) também preconiza que
este teste ndo deve ser utilizado para confirmar a deteccdo de carbapenemases,

especialmente NDM.

Figura 1 — Teste de Hodge modificado.

Legenda: 1, Amostra teste; 2, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706; 3, Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA-1705.
Fonte: CLSI, 2010.

3.3.3 Teste com disco de EDTA, &cido fenilborénico ou cloxacilina

Os testes com disco de EDTA, acido fenilborénico ou cloxacilina, por sua vez,
sdo simples e com alta sensibilidade e especificidade. A deteccdo fenotipica de
carbapenemases baseia-se na capacidade que o EDTA tem de quelar os ions de
zinco do sitio ativo das MBLs, como a NDM, ou na capacidade do &cido fenilborénico
(AFB) inibir KPCs ou AmpCs plasmidiais, sem ou com potenciagdo quando
adicionada a cloxacilina, respectivamente (COTRIM; ROCHA; FERREIRA, 2012;



TZOUVELEKIS et al, 2012; BANERJEE et al, 2014; DORTET; POIREL;
NORDMANN, 2014).

Logo, o diametro da zona de inibicdo em torno do disco do carbapenémico
com EDTA, AFB ou cloxacilina € comparado ao do disco de carbapenémico
respectivo sem tais substancias (DOYLE et al., 2012; AREND, 2014).

Para as bactérias em geral esse teste é realizado com EDTA, AFB ou
cloxacilina, ou seja, consegue detectar MBLs, KPCs e outros mecanismos de
resisténcia. Ja para as bactérias pertencentes ao grupo CESP, utiliza-se somente
EDTA, identificando somente MpLs, pois com as demais substancias muitos
resultados falsamente positivos foram reportados (ANVISA, 2013a).

A Figura 2 mostra simplificadamente como € realizada a interpretacdo desses

testes de acordo com a Nota Técnica da Anvisa n° 01/2013.

Figura 2 — Fluxograma de interpretacdo dos testes com disco de EDTA, acido

fenilborénico ou cloxacilina para detecc¢éo fenotipica de carbapenemases.

Grupo CESPT
NAO. Liberar SIM. " MAo. . /" MAO. Liberar
resultado sem  —— IMI ou MEM ERTA, IMI cu _>—#  resultado sem
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Testar THT « MEW Testar 11 & MEM
com e sem EDTA CLOXA, AFB
Negativo para MBL. o -~ Diferenca ~"  Diferenca S“I:I‘;;r%:ivf:ln?l'
Testar demais g =Emm¥ - =Smmapsnag e co ! -
| nfirmar par PCR.
carbapenamases por PCR — ~. COMEDTA? \. Liberar com OBS1 /
/" SIM, Provivel MBL T~ -
| Confrags por PCR, | -~ Diferenca /[ sIMKPL
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Fonte: Nota Técnica da Anvisa n° 01/2013.



E importante ressaltar, que mesmo com a positividade para carbapenemases
com estes testes fenotipicos, faz-se necessaria a confirmacdo por técnicas de
biologia molecular, detectando o gene envolvido. Isto é o que consta basicamente

nas observac6es mostradas na Figura 2.

3.3.4 Automacéao

Os sistemas automatizados que realizam teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos apresentam falhas na deteccdo de carbapenemases, em particular
KPCs, sobretudo quando o ertapenem nédo é testado; uma vez que este é mais
sensivel a atividade das KPCs (ANDERSON et al., 2007; QUEENAN; BUSH, 2007;
AREND 2014).

Alguns estudos foram realizados e mostraram que ha erros na
susceptibilidade de isolados. Estes erros demonstram falsa sensibilidade aos
carbapenémicos, ndo detectando precisamente KPCs (BRATU et al., 2005;
TENOVER et al., 2006; ANDERSON et al., 2007; DIENSTMANN et al., 2010).

Tenover e colaboradores (2006) observaram em sua pesquisa, que muitos
sistemas de automagdao, tanto Microscan, Phoenix, Sensititre quanto Vitek e Vitek 2
mostraram problemas na deteccdo de resisténcia a carbapenémicos em amostras
positivas para KPCs.

Ressalta-se, dessa forma, a necessidade de aperfeicoamento de tal
metodologia e de testes complementares a este para deteccdo precisa de

carbapenemases.

3.3.5 Testes moleculares

Os testes que utilizam as técnicas de biologia molecular e, assim, permitem a
identificagdo dos genes envolvidos na resisténcia aos carbapenémicos séao
considerados padrédo-ouro (QUEENAN; BUSH, 2007; NORDMANN; CUZON; NAAS,
2009; AREND, 2014).

As técnicas moleculares mais empregadas para deteccdo de tais genes sao
baseadas na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tais como: PCR
convencional, PCR em Tempo Real, PCR Multiplex, SYBR Green, Southern Blot,
Eletroforese de Campo Pulsante (PFGE), dentre outras (GASPARETO, 2005;
MUGNIER et al.,, 2010; DOYLE et al., 2012; TZOUVELEKIS et al., 2012;
JASKULSKI, 2013; AREND, 2014; HOFKO et al., 2014; FIGUEIRAL; FARIA, 2015).



As analises moleculares apresentam alta sensibilidade e especificidade; sao
métodos precisos e rapidos na deteccdo de carbapenemases. Estes testes tém sido
incorporados aos poucos na rotina de alguns laboratérios, porém devido a exigéncia
de equipamentos e técnicas especializados, o que eleva seu custo, ndo sao
empregados comumente. Dessa forma, ficam restritos a laboratérios de referéncia
e/ou de pesquisas cientificas (NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; COTRIM,;
ROCHA; FERREIRA, 2012; TZOUVELEKIS et al., 2012).

3.4 Antibioticoterapia, Controle e Prevencgéo

As opcdes de antimicrobianos para tratamento de infec¢des por bactérias
produtoras de carbapenemases sdo bem limitadas, ndo sendo recomendada a
monoterapia, devido ao risco de rapida resisténcia. Logo, a utilizacdo de dois ou
mais farmacos em associacao torna-se mais seguro (COTRIM; ROCHA; FERREIRA,
2012; AREND, 2014).

Ressalta-se, ainda, que o teste de sensibilidade aos antimicrobianos deve ser
analisado, sendo as drogas susceptiveis mais adequadas para a combinacao
terapéutica. Geralmente a polimixina B ou colistina sdo usadas com
aminoglicosideos, ou carbapenémicos ou tigeciclina. Mesmo os isolados sendo
capazes de hidrolisar carbapenémicos, estes podem ser utilizados pois aumentam a
sobrevida dos pacientes. Ultimamente, a fosfomicina tem sido administrada com
sucesso quando comprovada sua sensibilidade pelo antibiograma, também néo
recomendada como monoterapia (CASTANHEIRA et al., 2008; LEE; BURGESS,
2012; QUEIROZ et al.,, 2012; TUMBARELLO et al.,, 2012; ANVISA, 2013a;
FIGUEIRAL; FARIA, 2015).

Novas drogas estdo sendo pesquisadas e desenvolvidas para o combate de
isolados produtores de carbapenemases, porém sabe-se que a resisténcia aos
antibioticos é inevitavel (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009; HIRSCH; TAM, 2010;
QUEIROZ et al., 2012).

Uma das mais importantes causas para propagac¢do das resisténcias aos
antimicrobianos € o uso indiscriminado de tais farmacos. Em 2011, a Anvisa lancou
a RDC n° 20, que ao necessitar de prescricdo com retencao de receita para a venda
de antibidticos, restringiu a administragdo irracional dos mesmos. Constituindo,

assim, em um grande avanco.



Para o controle e prevencdo da disseminacdo de micro-organismos
produtores de carbapenemases, a Anvisa (2013a) relatou uma série de medidas
especificas, tais como: importancia da higienizacdo das maos, utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual (EPIs), isolamento de paciente infectado,
sistema de vigilancia epidemioldgica, Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar
(CCIH) atuante, uso racional de antimicrobianos, dentre outros.

4. CONCLUSAO

Percebe-se, com 0 exposto, que a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
acarreta sérios problemas de saude publica, em particular isolados produtores de
carbapenemases. Estes encontram em ampla disseminacdo em escala mundial, ja
que geralmente sdo codificados em genes plasmidias; sendo a KPC e mais
recentemente a NDM as principais carbapenemases reportadas.

Algumas metodologias de deteccdo dessas enzimas sdo realizadas,
especialmente a triagem em disco-difusdo, MHT e teste com disco de EDTA, este
altimo ainda ndo muito difundido nos laboratorios brasileiros. A PCR, usada como
confirmatoria, por ser um teste mais complexo e honeroso néo € utilizada de forma
rotineira atualmente, porém esta em propagacao.

Em relacdo a terapia antimicrobiana das infec¢des por bactérias produtoras
de carbapenemases, relata-se as poucas opcdes disponiveis; sendo necessaria a
combinacéo de drogas, uma vez que o rapido desenvolvimento de resisténcia com o
uso da monoterapia pode surgir.

Novos farmacos estdo em estudo, no entanto sabe-se que as bactérias
apresentam capacidade de desenvolver inlmeros mecanismos de resisténcia, como
ja mencionado. Logo, faz-se necesséria a conscientizacdo dos profissionais de
saude e de toda populacdo das medidas de controle e prevencdo perante este

perigo e problema que so6 evolui.
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