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COMPARACAO DE METODOS PARA DETECCAO FENOTIPICA DE
RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS EM ENTEROBACTERIAS

COMPARISON OF METHODS FOR PHENOTYPIC DETECTION OF
CARBAPENEM RESISTANCE IN ENTEROBACTERIA
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RESUMO

As infec¢des hospitalares causadas por Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPC) representam um grande
problema de saude publica em todo o mundo, necessitando de detecgdes rapidas e que reproduzam resultados
confiaveis. Este estudo teve por objetivo realizar a comparagao entre o Método de Inativagdo de Carbapenémico
(MIC) e Teste do Disco Combinado (TDC), a fim de avaliar a performance destes métodos, com vistas a estimar
a melhor rotina de processamento para a caracterizagdo da resisténcia bacteriana de Enterobacterias Resistentes
aos Carbapenémicos (ERCs). Assim foram analisados 58 isolados bacterianos por meio do Teste de Disco-
-Difusdo, Disco-Combinado e Método de Inativagdo de Carbapenem. Quanto a sensibilidade aos antimicrobia-
nos, os isolados mostraram-se resistentes para a maioria dos agentes testados, sendo que no teste empregando
Acido fenilbordnico, todas as cepas testadas foram positivas para a produgio de carbapenemase, contudo, no teste
de inativacdo de carbapenémicos, 07 isolados mostraram-se negativos para a mesma deteccao, contradizendo os
resultados anteriores. A rapida disseminacao de KPC necessita de uma deteccdo rapida e eficaz. O teste de disco-
-difusdo ¢ a principal metodologia para triagem fenotipica, enquanto o teste de inibicao de carbapenemases foi
considerado uma excelente opcao para detecgdo dessas enzimas, além de apresentar um baixo custo.
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ABSTRACT

Nosocomial infections caused by Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPC) represent a major public
health problem worldwide, requiring rapid detection that reproduces reliable results. This study aimed to
compare the Carbapenem Inactivation Method (CIM) and the Combined Disc Test (CDT), in order to evaluate
the performance of these methods, with a view to estimating the best processing routine for the characterization
of resistance bacteria of Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae (CRE). Thus, 58 bacterial isolates were
analyzed using the Disk-Diffusion Test, Disk-Combined and Carbapenem Inactivation Method. As for sensitivity
to antimicrobials, the isolates were resistant to most agents tested, and in the test using phenylboronic acid,
all strains tested were positive for the production of carbapenemase, however, in the carbapenem inactivation
test, 07 isolates were negative for the same detection, contradicting previous results. The rapid spread of KPC
necessitates rapid and effective detection. The disk-diffusion test is the main methodology for phenotypic
screening, while the carbapenemases inhibition test was considered an excellent option for detecting these
enzymes, in addition to having a low cost.
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INTRODUCAO

As Enterobacteriaceae sao bacilos gram-negativos, encontrados principalmente no trato gas-
trointestinal dos humanos como parte integrante da microbiota normal (LAVAGNOLI et al., 2017).
Esses microrganismos podem adquirir mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, como, por
meio de enzimas conhecidas como carbapenemases. As carbapenemases ocorrem mais frequente-
mente em enterobactérias, com maior incidéncia nos géneros Klebsiella, Enterobacter, Escherichia,
Serratia, Citrobacter, Salmonella, Proteus ¢ Morganella (SEIBERT et al., 2014).

Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Satide (IRAS) causadas por Enterobactérias produ-
toras de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) representam um grande problema de saude
publica mundialmente, sendo de extrema importancia para a detecgdo precoce dos fatores de risco,
podendo reduzir a transmissao cruzada de microrganismos nos servicos de saude (ALVIM; COUTO;
GAZZINELLI, 2020). As maos dos profissionais de saude sdo os mais importantes reservatdrios para
a transmissao de patdogenos no ambiente hospitalar, sendo recomendado realizar constantemente a sua
higienizacdo (ANVISA, 2013). A dissemina¢do de microrganismos multirresistentes (MDR) podem
ser influenciada por fatores como uso excessivo de antibidticos, procedimentos cirirgicos, proteses
médicas, e a capacidade das bactérias de transmitir seu material genético com a informacao de resis-
téncia aos farmacos (DIENSTMANN et al., 2010).

As enzimas KPC s3o capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos, sendo que, atualmente, sao reconhecidas 21 variantes (KPC-2 a KPC-22), onde a
variante KPC-1, inicialmente descrita em 1996, em um isolado de K. pneumoniae na Carolina
do Norte. Apos a primeira identificacdo ocorreram relatos de uma nova variante, identificada como
KPC-2, porém, descobriu-se um erro na sequéncia descrita originalmente, a KPC-1 ¢ KPC-2
tratavam-se da mesma enzima, prevalecendo a denominag¢ao KPC-2. Outra variante da enzima, iden-
tificada como KPC-3 em K. pneumoniae, causou o primeiro surto em Israel em 2006. As variantes
KPC-2 e KPC-3 apresentam maior prevaléncia no Brasil ¢ no mundo (MIRANDA et al., 2018).

Existem trés principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos: degradacdo en-
zimatica por producdo de carbapenemase, expressao de bombas de efluxo e diminuigao da per-
meabilidade da membrana externa por mutagdes de porina (DALMOLIN et al., 2017). A bomba
AcrAB-TolC ¢ encontrada em Enterobacteriaceae formando um complexo tripartido que abran-
ge a membrana interna, o periplasma e a membrana externa, com a finalidade de expulsar os
antibioticos da célula (EICHENBERGER; THADEN, 2019). Mutacdes apenas em porinas como
OmpK35 e OmpK36 geralmente ndo resultam em resisténcia aos carbapenémicos, porém quando
presentes em Enterobacteriaceae produtoras de AmpC ou CTX-M produzem atividade hidro-
litica de carbapenémicos. A degradag¢do enzimatica ocorre por meio de genes localizados em

cromossomos ¢ elementos genéticos, como plasmideos, que codificam para enzimas favorecendo
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assim a sua rapida disseminagdo e a transferéncia frequente de multiplos genes de resisténcia aos
antibioticos (RADA et al., 2019).

As técnicas moleculares sdo referéncia para confirmar a presenca dos genes de resisténcia, po-
rém nem sempre estdo disponiveis na rotina hospitalar, por isso os testes fenotipicos sdo importantes
para auxiliar na detec¢do primaria de diferentes genes de resisténcia em isolados clinicos (NICOLA;
NIEVAS; SMAYEVSKY, 2012). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda
realizar o teste de screening por disco-difusdo com carbapenémicos, teste de inibidores de carbape-
nemases, determinagdo das concentracdes inibitdrias minimas (CIM) e confirmagdo pela pesquisa
do gene blaKPC por biologia molecular (ANVISA, 2013). Entretanto, até agora, ndo ha informagdes
suficientes sobre o desempenho relativo desses métodos.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo realizar a comparacao entre o Método
de Inativagdo de Carbapenémico (MIC) e Teste do Disco Combinado (TDC), a fim de avaliar a taxa
de resposta entre os testes recomendados pelo BrCAST, com vistas a estimar a melhor rotina de
processamento para a caracterizagdo da resisténcia bacteriana a partir de isolados de Enterobacterias

resistentes aos carbapenémicos (ERCs).
MATERIAIS E METODOS

ISOLADOS CLINICOS

No presente estudo, foram analisadas 58 cepas clinicas de Enterobactérias produtoras da en-
zima KPC, previamente caracterizadas por metodologia de Reagdo em cadeia da polimerase - PCR,
pertencentes a bacterioteca do Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Franciscana-UFN,
isoladas por laboratorios clinicos que prestam atendimento a hospitais de médio porte na cidade de
Santa Maria - RS, a partir de pacientes colonizados/infectados em sitios anatdmicos diversos. As
cepas encontravam-se armazenadas em Caldo BHI + glicerol (20%) a -80°C, a partir de onde foram
reativadas por meio de repique em agar MacConkey (Sigma®) e caldo BHI (Sigma®), em estufa
bacteriologica por 24h a 35+£2°C. Apos recuperacdo, as cepas foram identificadas a nivel de espécie

utilizando o sistema API20E (Biomérieux®).
AVALIACAO DA SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Para confirmagao do padrao de suscetibilidade antimicrobiana de cada isolado clinico, foi reali-
zado o teste de disco-difusdo (Kirby-Bauer) em 4gar Mueller-Hinton com os seguintes discos contendo
agentes antimicrobianos: AMP (Ampicilina 30 pg); AMC (Amoxicilina - Acido clavulanico 30 pg);
ATM (Aztreonam 30 pg); CFL (Cefalotina 30 pg); CPM (Cefepima 30 pug); CRO (Ceftriaxona 30 pg);
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CTX (Cefotaxima 5 ng); CAZ (Ceftazidima 30 pg); ERT (Ertapenem 10 pg); GEN (Gentamicina

10 pg); IMP (Imipenem 10 pg) e MER (Meropenem 10 pg). As placas foram inoculadas com amostras

de cada cepa ajustadas a uma turbidez de 0,5 McFarland. Discos contendo os agentes antimicrobia

nos foram aplicados na superficie do agar inoculado, e as placas foram incubadas por 24h a 35+2°C.
Os diametros das zonas de inibi¢do foram interpretados de acordo com os critérios preconizados pelo
BrCast, sendo os microrganismos classificados em Sensivel - Dose padrao (S), Sensivel - Aumentando

exposi¢ao (I) e Resistente (R) (BRCAST, 2017).
TESTE DO DISCO COMBINADO (TDC)

Os isolados clinicos foram caracterizados para a produ¢do de carbapenemases por meio do
TDC. Este foi realizado utilizando agar Muller Hinton e discos de Meropenem com e sem a adi¢ao de
Acido Fenilboronico (10 uL, 40 mg mL"). Os discos com e sem AFB foram aplicados na superficie
do agar inoculado, e as placas foram incubadas por 24h a 35+2°C. Foi considerado positivo quando
observou-se uma diferenca de no minimo 5 mm no halo formado em volta dos discos contendo o

aditivo em comparagdo a aqueles sem o aditivo (ANVISA, 2013).
METODO DE INATIVACAO DE CARBAPENEMICOS (MIC)

Da mesma forma, os isolados clinicos também foram testados quanto a sua capacidade de pro-
dugdo de carbapenemase pelo método MIC. O principio deste método ¢ detectar a hidrolise enzima-
tica por meio da incubacdo de um carbapenem em uma suspensao bacteriana. Para sua execucdo foi
preparada uma solucao contendo 10 pL. do microrganismo, coletado com auxilio de al¢a descartavel
estéril de 10 pL e 400 puL de dgua destilada estéril, o material foi vortexado e ap6s foi adicionado um
disco de Meropenem 10 pg, sendo a suspensdo incubada por duas horas a 35+2°C. Apds a incubagao,
o disco foi removido da suspensdo usando uma alca de inoculagdo, colocado-o em uma placa de agar
Mueller-Hinton previamente inoculada com a cepa E. coli ATCC 25922, sendo incubada novamente

a 354£2°C por 24 horas (ZWALUW et al., 2015).
ANALISES ESTATISTISCAS

A sensibilidade foi calculada e comparada com a caracterizagcdo molecular a qual serviu como
padrdo de referéncia, e os intervalos de confianca de 95% (IC) foram calculados com a utilizagdo do
software GraphPad Prism 9 (GraphPad Software). Foram aplicados Teste Anova e Teste Nao Paramé-

trico de Friedman.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PERFIL DE RESISTENCIA AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

A resisténcia aos carbapenémicos devido a produgdo de carbapenemases ¢ um problema sério,
tornando-se desafiadora do ponto de vista laboratorial, pois a rapida disseminagdo de produtores de
carbapenemase, principalmente entre Enterobacterales, exige métodos de detec¢do confidveis na ro-
tina. Desta forma, a alta sensibilidade e especificidade em conjunto com um répido fluxo de trabalho
tornaram-se obrigatorios para determinar o tratamento de patdgenos e controlar sua disseminagdo
(BARTOLINTI et al., 2014). Por esse motivo, no presente trabalho, analisamos dois testes fenotipicos
diferentes em relagdo a sua capacidade de identificar corretamente organismos produtores de KPC,
com vistas a fornecer um fluxo de trabalho mais preciso e confiavel para a deteccdo de organismos
produtores de carbapenemase em amostras clinicas.

A resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae no Brasil gira em torno de 40%,
onde 80% dos isolados sdo representativos da espécie K. pneumoniae (CURY et al., 2020). Em 2013,
no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), ocorreu a primeira deteccdo de KPC, onde 47 iso-
lados apresentaram resisténcia aos carbapenémicos, sendo que 29 desses isolados pertenciam a espé-
cie K. pneumoniae, 83% das amostras apresentaram resisténcia a Meropenem (SEIBERT et al., 2014).
Em geral, este microrganismo apresenta elevada CIM para carbapenémicos, principalmente para ERT
que ¢ mais vulneravel a hidrolise pela produgao de carbapenemases (CURY et al., 2020). Em nosso
estudo, na analise de disco-difusdo (Tabela 1) para os carbapenémicos, ERT foi o que mostrou a maior
taxa de resisténcia (100%) para todos os isolados testados, corroborando esta teoria.

No presente estudo, foram analisados 58 isolados de Enterobactérias obtidos de diferentes
sitios anatomicos, todos previamente identificados como portadores do gene hlaKPC por meio de
técnica de Reagdo em cadeia da polimerase - PCR. Diversas técnicas moleculares, como, por exemplo,
PCR (Reagao em cadeia da polimerase), tém oferecido 6timo desempenho na detec¢ao dessas enzi-
mas, porém, devido ao alto custo muitas vezes sdo inviabilizadas na rotina hospitalar. Tendo em vista
todas essas questoes devemos ressaltar a extrema importancia da correta deteccdo dos mecanismos
de resisténcia, a fim de auxiliar no controle da disseminacdo desses microrganismos, utilizando por
exemplo, técnicas de detecgdo fenotipicas como disco-difusdo, método de inibi¢ao de carbapenema-
ses, concentragdo minima inibitoria, entre outros (DALMOLIN et al., 2017). No teste de disco-di-
fusdo podemos identificar a quais antibidticos o microrganismo ¢ resistente e a quais ele ¢ sensivel,
sendo entdo uma opg¢do para o tratamento deste paciente. Como podemos observar no estudo, os
isolados mostraram-se resistentes a maioria dos antibidticos utilizados, incluindo os carbapenémicos,
o que ¢ indicativo da presenc¢a de carbapenemases. Dessa forma, foram realizadas as metodologias de

Inibicao de carbapenemases com AFB e o Método de Inativagdo de Carbapenémicos (MIC).
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A Tabela 1 demonstra as espécies e o nimero (n) de isolados analisados, assim como o perfil
de sensibilidade avaliado pelo método de disco-difusdo. Nela € possivel identificar a porcentagem dos

isolados que se mostraram resistentes as 5 classes de antimicrobianos testados.

Tabela 1 - Perfil de resisténcia dos 58 isolados de K. pneumoniae (n = 35),
E. coli (n = 4) e outras Enterobactérias (n = 19) determinado pelo método de disco-difusao.

Agentes Resistente n (%) Sensivel - Aument. Exp. n (%) Sensivel - D. Padrao n (%)
K.pneum. E.coli Outros K.pneum. E.coli Outros K.pneum. E.coli Outros
MER 34 (97.1) 4 (100) 16 (84.2) 1(2.9) 0 3(15.8) 0 0 0
ERT 35 (100) 4 (100) 19 (100) 0 0 0 0 0 0
IMP 31 (88.6) 4 (100) 14 (73.7) 4 (11.4) 0 4 (21.1) 0 0 1(5.2)
GEN 24 (68.6) 3(75) 13 (68.4) 2(5.7) 0 0 9(25.7) 1(25) 6 (31.6)
ATM 35 (100) 4 (100) 19 (100) 0 0 0 0 0 0
CAZ 30 (85.7) 3(75) 14 (73.7) 2(5.7) 0 1(5.2) 3 (8.6) 1(25) 4(21.1)
CFL 35 (100) 4 (100) 18 (94.8) 0 0 0 0 0 1(5.2)
COM 34 (97.1) 4 (100) 18 (94.8) 0 0 1(5.2) 1(2.9) 0 0
CTX 31 (88.6) 3(75) 15 (79) 1(2.3) 1(25) 1(5.2) 3 (8.6) 0 3 (15.8)
CRO 35 (100) 4 (100) 19 (100) 0 0 0 0 0 0
AMC 35 (100) 4 (100) 19 (100) 0 0 0 0 0 0
AMP 35 (100) 4 (100) 19 (100) 0 0 0 0 0 0

Outros: Enterobacter cloacae, Shigella sonnei, Providencia rettgeri, Proteus vulgaris, Serratia marcescens,
S. liquefasciens. MER: Meropenem; ERT: Ertapenem; IPM: Imipenem; GEN: Gentamicina; ATM: Aztreonam;
CAZ: Ceftazidima; CFL: Cefalotina; CPM: Cefepemine; CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona;

AMC: Amoxacilina-Acido Clavulanico AMP: Ampicilina.

De acordo com os valores de breakpoint preconizados pelo BrCast para os testes de disco-difusao,
pode-se observar que todos os 58 isolados clinicos analisados no estudo apresentaram resisténcia ao
carbapenémico ERT, ao monobactamico ATM, e aos agentes da classe das penicilinas (AMC e AMP).
Em relagdo a classe das cefalosporinas, apenas a CRO apresentou 100% de resisténcia por todos os
isolados analisados. A sensibilidade geral do método de disco-difusdo em detectar a degradacao dos
carbapenémicos envolvida no mecanismo de resisténcia promovido pela enzima KPC pelos isolados
em analise, obtiveram-se os seguintes resultados: ERT (100%; IC: 93.7 - 100), MER (93.1%; IC:
83.5-97.2) e IPM (84.5%; IC: 73 - 91.6).

Os isolados de K. pneumoniae apresentaram taxas variaveis de resisténcia aos carbapenémi-
cos testados, representadas por 88.6% (IPM), 97.1% (MER) e 100% (ERT). Contudo, nenhum isolado
desta espécie apresentou sensibilidade (Sensivel - Dose Padrao) a esta classe de agentes antimicrobia-
nos, com 04 cepas (ML03, MLO05, ML51, ML57; 11.4%) apresentando perfil sensivel - aumentando
exposi¢cdo ao [IPM, ressaltando-se que o isolado ML57 demonstrou sensibilidade concomitante a CAZ,
CPM, CTX e GEN, além de perfil sensivel - aumentando exposi¢do a MER (dados ndo mostrados).
O agente antimicrobiano GEN foi o que apresentou a menor taxa de resisténcia (68.6%) pelos isolados
de K. pneumoniae, comparado a todos agentes antimicrobianos analisados. Ja os isolados da espécie

E. coli (n = 4) apresentaram resisténcia a grande maioria dos agentes testados, com excec¢ao da cepa
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ML50 a qual demonstrou sensibilidade a GEN e CAZ e perfil sensivel - aumentando exposicao a CTX
(dado nao mostrado).

Em relagdo as demais espécies identificadas, a grande maioria apresentou 100% de resisténcia
aos agentes testados, com excecdo dos agentes antimicrobianos, em ordem crescente de resisténcia:
GEN (68.4%), CAZ e IPM (73.7%), CTX (79%), MER (84.2%), CFL ¢ CPM (94.8%). As menores ta-
xas de resisténcia aos agentes testados foram apresentadas pelos isolados de P. vulgaris (n = 8), prin-
cipalmente frente aos agentes GEN (n = 5; 37.5%), CAZ (n = 4; 50%) e CTX (n = 4; 50%). O isolado
de P. vulgaris ML43 apresentou perfil sensivel - aumentando exposi¢do aos carbapenémicos MER
e IPM assim como as cefalosporinas CAZ e CPM, ao mesmo tempo que demonstrou sensibilidade
a GEN e CTX. J4 os isolados de P. vulgaris ML41, ML48 e ML56 apresentaram sensibilidade aos
agentes GEN, CAZ e CTX, sendo que os isolados ML41 e ML56 ainda apresentaram perfil sensivel -
aumentando exposi¢cdo a MER e IPM, respectivamente. Um isolado de S. liguefasciens (ML42) apre-
sentou sensibilidade ao carbapenémico IPM, além dos agentes GEN e CAZ. Os isolados de P. rettgeri
(ML21) e E. cloacae (ML22) apresentaram perfil sensivel - aumentando exposi¢ao ao IPM, além do
isolado de S. sonnei (MLO08) que apresentou perfil semelhante ao MER (dados ndo mostrados).

Em estudo realizado com finalidade clinica e epidemiolédgica acerca de enterobactérias resistentes
a carbapenémicos (ERCs), foram analisados e identificados os resultados da cultura de ERCs de janeiro
de 2015 a dezembro de 2016, sendo em 2015, 1590 Enterobactericeae isoladas de amostras clinicas, das
quais 5 (0,3%) foram registradas como ERCs, enquanto 1,2% (17) de 1402 isolados de Enterobactericeae
em 2016 foram ERCs. Os isolados identificados por meio da morfologia do cultivo bacteriano em
agar MacConkey, teste de oxidase e testes bioquimicos basicos, a identificacdo do género bacteriano foi
realizada usando sistema Vitek 2® (bioMerieux, Hazelwood, MO, EUA). Foi realizado teste de disco-

-difusdo com confirmagao por E-teste, e, também foi realizada metodologia molecular, reagdo em cadeia
da polimerase, para identificar os genes NDM-1, KPC, OXA-48, VIM e IMP. Os resultados mostraram
que a maioria (81,8%) dos isolados foram Klebsiella pneumoniae, seguida por Serratia marcescens (9,1%),
Escherichia coli (4,5%), e Citrobacter koseri (4,5%). Todos os isolados foram resistentes a ampicilina,
amoxicilina-clavulonato, ceftazidima, cefepima, cefotaxima, ertapenem, imipenem, meropenem, cefope-
razona e ampicilina-sulbactam. Os resultados para gentamicina mostraram que aproximadamente metade

dos isolados foram resistentes ao antimicrobiano (MOHAMED et al., 2018).

AVALIACAO FENOTIPICA DA PRODUCAO DE CARBAPENEMASE

Uma vez detectada sensibilidade reduzida aos carbapenémicos nos testes de sensibilidade
de rotina, os métodos fenotipicos para deteccdo de carbapenemases devem ser aplicados. Em nosso
estudo, foram comparadas as respostas dos métodos TDC e MIC na confirmacao da produgdo de

carbapenemase (Tabela 2).
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Tabela 2 - Comparagido dos métodos de analise fenotipicos TDC e MIC para a
deteccao da producao de KPC de acordo com as espécies identificadas.

Isolados N e Mic
Pos Neg Pos Neg
K. pneumoniae 35 35 0 31 4
E. coli 4 4 0 3 1
Outros 19 19 0 17 2
TOTAL 58 58/58 51/58
Sensibilidade (%) 100 89,2
IC 95% (93.7-100) (77.1-94)

N: Numero de isolados. TDC: Teste do disco combinado. MIC: Método de inativa¢ao de carbapenémicos.
Pos: Positivo. Neg: Negativo. IC: Intervalo de confianga.

De acordo com a Tabela 2, na analise fenotipica de resisténcia baseada no TDC, pode-se
observar 100% de sensibilidade na detec¢@o dos organismos produtores de KPC. A interpretacao do
teste foi realizada avaliando-se a presen¢a dos halos de inibicdo com diferenga superior a Smm em
relagdo ao disco de MER e MER+AFB. O TDC utilizando Acido Fenilborénico empregado em nosso
estudo, apresentou 100% de sensibilidade na detec¢do da resisténcia a carbapenémicos. Este método
foi descrito por Coudron em 2005, sendo aplicado para a identificagdo fenotipica do primeiro isolado
produtor de KPC na Grécia, posteriormente através de analises com varios isolados produtores de
KPC, observou-se um claro efeito sinérgico entre o AFB e carbapenémicos, inferindo uma aparente
interacao da molécula de AFB com o sitio ativo das enzimas KPC de classe A. Segundo Borba e
colaboradores (2012) estudos que combinaram imipenem, cefepime e meropenem com AFB mostra-
ram alta sensibilidade e especificidade para detecgdo de KPC, cujo AFB aumentou de 8 a 11 mm o
halo de inibigao do meropenem para a maioria dos isolados KPC positivos. O Acido Bordnico e seus
derivados (Acido Fenilborénico e Acido 3-aminofenilboronico) inibem principalmente carbapenemases
do tipo KPC, um estudo realizado por Pasteran e colaboradores (2008) detectou uma sensibilidade
de 80 - 100% e especificidade de 79 - 100% para detec¢ao de KPC, utilizando disco de Imipenem,
Meropenem e Ertapenem (PASTERAN et al., 2008). Entretanto, o estudo realizado por Tsakris e co-
laboradores (2009) detectou uma sensibilidade de 100% e especificidade de 95,3 - 100%.

Por meio do MIC podemos observar que em nosso estudo que 89,2% dos isolados obtiveram
um aumento maior do que 5 mm no tamanho do halo. Quando o disco de MER ¢ combinado com
AFB, ocorre o bloqueio enzimatico da enzima carbapenemase, permitindo com que o antibidtico pe-
netre na parede celular bacteriana e ligue-se as proteinas de ligagao a penicilina (PBPs), resultando na
inativa¢ao do inibidor de enzimas autoliticas (transpeptidase) na parede celular, levando a morte das
bactérias (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). O MIC utiliza discos de teste de sensibilidade
a antibidticos que estdao disponiveis mundialmente, portanto, mais acessiveis aliados a um baixo custo.
Os resultados obtidos por meio de teste Anova (p=0,02) e teste de Friedman (p=0,010), confirmam

que existe diferenca significativa nos resultados encontrados comparando o teste TDC e teste MIC.
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Estudos como o realizado por Zwaluw e colaboradores (2015) demonstraram que o método de
MIC nao ¢ afetado por mudangas em varidveis como temperatura ou tempo de incubacao, fabricante
do disco, tempo de cultura ou suspensao bacteriana, tornando-o um método de triagem fenotipico
altamente robusto e de baixo custo que pode detectar com seguranca a atividade de carbapenemases.
O estudo mostrou que o MIC ¢ capaz de detectar a produgdo de carbapenemases em Gram-negativos,
permitindo a distingdo entre a resisténcia a carbapenémico, devido a atividade enzimatica, ¢ permea-
bilidade reduzida, apresentando alta concordancia (100% para Enterobacterales e 98,8% para nao
fermentadores) com o método de PCR para deteccdo de genes de resisténcia (ZWALUW et al., 2015).
No estudo proposto por Pierce e colaboradores (2017), foi avaliada a eficacia do MIC modificado, os
autores realizaram algumas alteragdes, como, por exemplo, usar TSB (caldo triptico de soja) em vez
de 4gua e estender o tempo de incubacdo de 2 para 4 horas. De acordo com os autores, 91 dos 92
isolados previamente caracterizados como portadores de genes para carbapenemases foram positivos
no experimento (99% de sensibilidade) e todos os 23 isolados caracterizados como ndo portadores de

genes para carbapenemases foram negativos (100% de especificidade) (PIERCE et al., 2017).

Em contrapartida, os resultados demonstrados pela andlise fenotipica baseada no MIC in
dicaram que 7 dos 58 isolados apresentaram resultado negativo na detec¢do da produgdo de KPC.
A redugdo na sensibilidade de detecgao da producao de carbapenemase deu-se especificamente pelos
isolados de K. pneumoniae (MLO1, ML04, ML0O6 e ML51), E. cloacae (ML22), P. vulgaris (ML40)
e E. coli (ML52), os quais ndo demonstraram a habilidade de degradar o carbanepémico MER pela
producao da enzima KPC, apos breve incubacao a 35+2°C, como preconizado pela metodologia.

Todos os isolados citados apresentaram resisténcia ao MER pelo teste de disco-difusdo (Tabela 3).

Tabela 3 - [solados demonstrando divergéncia nas respostas dos métodos fenotipicos de detec¢do da producdo de KPC.

Y DD
Isolados Espécie ERT MER IPM TDC MIC
MLO1 K. pneumoniae R R R Pos Neg
ML04 K. pneumoniae R R R Pos Neg
MLO06 K. pneumoniae R R R Pos Neg
ML22 E. cloacae R R I Pos Neg
MLA40 P, vulgaris R R R Pos Neg
ML51 K. pneumoniae R R I Pos Neg
ML52 E. coli R R R Pos Neg

DD: disco-difusdo. TDC: Teste do disco combinado. MIC: Método de inativacao de carbapenemicos. ERT: Ertapenem.
MER: Meropenem. IPM: Imipenem. Pos: Positivo. Neg: Negativo. R: Resistente. I: Sensivel - Aumentando Exposicao.

Neste estudo, alguns isolados que mostraram-se resistentes no teste de disco-difusao e positivos
no TDC, apresentaram resultados negativos no MIC. Alguns estudos, como descrito por Soares (2012),
mostram que a resisténcia a carbapenémicos no antibiograma de K. pneumoniae nao prediz a pre-
senca da enzima KPC, pois outros mecanismos de resisténcia podem estar envolvidos. A presenca

de B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) associada a B-lactamases de classe C (AmpC), gera
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uma pequena hidrolise de carbapenémicos e alteracdo nos canais de porina, modificando a agdo e a
penetracdo desses farmacos (SOARES, 2012).

Alguns estudos relatam falhas na identificagdo de isolados produtores de carbapenemases,
apresentando resultados discrepantes para uma variedade de espécies entéricas, incluindo produ-
tores e ndo produtores de carbapenemases, principalmente frente aos antimicrobianos Imipenem
e Meropenem. A falsa sensibilidade em isolados produtores de KPC reportada nesses estudos foi
atribuida a variagdes na densidade do indculo bacteriano (TENOVER et al., 2006).

O Ertapenem ¢ considerado o carbapenémico mais sensivel na detec¢do de KPC. Em 2007
Anderson e colaboradores demonstraram que a sensibilidade no método de disco-difusdo foi superior
a 90%, porém, também ¢ reconhecido que a resisténcia a esse antimicrobiano nao indica necessaria-
mente a producdo de carbapenemases, pois a resisténcia aos carbapenémicos pode ocorrer devido a
outros mecanismos, como, por exemplo, a altera¢do das porinas de membranas associadas a producao
de ESBL ou AmpC (ANDERSON et al., 2007).

A andlise fenotipica foi considerada menos confidvel do que a caracterizacdo genotipica na
identificacdo de cepas resistentes a carbapenémicos, porém, metodologias moleculares t€ém suas pro-
prias limitagdes: precisam de equipamentos e reagentes caros, profissionais especializados, primers
projetados em regides de baixa taxa de mutagdo, e, além disso, o uso de primers especificos impede
a identificagdo de novos genes de resisténcia, possivelmente relatando resultados falsos negativos
(BARTOLINI et al., 2014).

CONCLUSAO

Neste estudo, podemos concluir que os isolados apresentaram um elevado perfil de resisténcia,
visto que esses isolados sdo de origem hospitalar ¢ de extrema importancia a necessidade de mais
estudos epidemioldgicos de vigilancia para tentar controlar a disseminacao destes microrganismos
no ambiente hospitalar. O teste de disco-difusdo continua sendo a principal metodologia de triagem
utilizada para detecgdo fenotipica, porém para a confirmacgao da resisténcia enzimatica € necessario a
utiliza¢do de outras metodologias. Como podemos observar no estudo, o teste de Disco-Combinado
reproduziu resultados compativeis com os observados no teste de disco-difusdo, apresentando alta
sensibilidade e especificidade, sendo considerado uma excelente opgao para detec¢ao dessas enzimas,
visto que todas as cepas foram analisadas através de metodologia molecular, confirmando a produgao
de carbapenemase. O Método de Inativacao de carbapenémicos apresentou uma menor similaridade

com o teste de disco-difusdo em comparagdo ao teste de Disco-Combinado.
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LIMITACOES DO ESTUDO

Esta pesquisa apresentou limitagdes em func¢ao de ndo pesquisar outros mecanismos de resisténcia

a carbapenémicos, os quais podem interferir com a sensibilidade dos métodos de analise fenotipica.
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