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Moédulo 10 - Detecgao dos Principais Mecanismos de Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos

APRESENTACAO

A resisténcia microbiana (RM) aos antimicrobianos é um grave problema mundial, estando as-
sociada ao aumento do tempo de internagao, dos custos do tratamento e das taxas de morbi-
dade e mortalidade dos pacientes. A RM ocorre quando microrganismos (como bactérias, fun-
gos, virus e parasitas) mudam quando sao expostos aos antimicrobianos (como antibidticos,
antifungicos, antivirais, antimalaricos e anti-helminticos). Como resultado, os medicamentos
tornam-se ineficazes e as infecgdes persistem no corpo, aumentando o risco de propagacao
a outras pessoas e de causar sérias complicacdes e ébitos nos pacientes. A RM ocorre natural-
mente ao longo do tempo, geralmente por meio de alteracdes genéticas, no entanto, o uso
indevido e excessivo de antimicrobianos esta acelerando esse processo.

A RM é um problema complexo que afeta toda a sociedade e é impulsionada por muitos fato-
res que estao interligados. Intervencdes isoladas possuem impacto limitado. E necesséria uma
acao coordenada para minimizar o surgimento e a disseminacao da RM. O uso indiscriminado
e incorreto dos antimicrobianos na comunidade, na agricultura, na criagao de animais e nos
servicos de saude sao reconhecidamente importantes fatores de risco para o surgimento e a
disseminacao da RM.

Nesse contexto, insere-se o Laboratério de Microbiologia, que tem como objetivo nao apenas
apontar o responsavel por um determinado estado infeccioso, mas também indicar, por meio
do monitoramento de populacées microbianas, qual o perfil dos microrganismos que estdo
interagindo com o organismo humano, possibilitando a indicacao de tratamentos mais efeti-
vos. Para o desempenho satisfatorio dessa funcao, é fundamental que os laboratérios de mi-
crobiologia possuam estrutura capaz de estabelecer informacdes sobre a melhor amostra bio-
l6gica, reconhecer a microbiota e os contaminantes, identificar microrganismos associados a
infeccao ou com propdsitos epidemioldgicos, obter resultados em tempo oportuno em casos
de emergéncias, realizar o transporte seguro e rapido das amostras e manter uma educacao
continua em relacao aos aspectos das infeccdes relacionadas a assisténcia a saude.

Tendo em vista esses aspectos e considerando que a microbiologia € um campo muito dina-
mico, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa, em colaboragao com especialistas
do Brasil, disponibiliza o Médulo 10 - Detec¢ao dos Principais Mecanismos de Resisténcia Bac-
teriana aos Antimicrobianos pelo Laboratdrio de Microbiologia Clinica, da série Microbiologia
Clinica para o controle de infeccao relacionada a assisténcia a salde, composta por outros
nove médulos: Médulo 1 - Biosseguranga e manutencao de equipamentos em laboratério de
microbiologia clinica; Médulo 2 — Controle externo da qualidade; Médulo 3 - Principais Sindro-
mes Infecciosas; Médulo 4 — Procedimentos laboratoriais: da requisicao do exame a analise mi-
crobioldégica e laudo final; Médulo 5 - Tecnologias em Servicos de Saude: descricao dos meios
de cultura empregados nos exames microbiolégicos; Médulo 6 — Deteccdo e identificacao de
bactérias de importancia médica; Médulo 7 — Deteccao e identificacdo de micobactérias de
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importancia médica; Médulo 8 — Deteccao e identificacao de fungos de importancia médica e
Modulo 9 - Infecgbes virais.

A Anvisa espera com esta nova publicacdo contribuir para que os laboratérios de microbio-
logia possam assimilar e alcancar novos niveis de complexidade laboratorial, atendendo as
exigéncias e caracteristicas proprias de cada servico de saude, além de subsidiar a adocao de
procedimentos basicos padronizados nesses servicos que possam, em ultima instancia, forne-
cer informacdes mais confidveis e seguras para apoiar a pratica clinica e a tomada de decisdo
local e nacional para a prevencao e o controle da resisténcia microbiana nos servicos de saude
do pais.



Capitulo 1:

Introducdo

Afonso Luis Barth
Juliana Caierdo

A descoberta da penicilina, em 1928, por Alexander Fleming, deu origem a Era dos
Antimicrobianos’. Os anos que se seguiram trouxeram uma euforia generalizada a
comunidade cientifica e médica, perfeitamente justificavel, ja que houve a descober-
ta de um numero expressivo de novas moléculas com aplicabilidade clinica, fossem
elas naturais, semissintéticas ou totalmente sintéticas. De fato, o cendrio era tao oti-
mista que pouca atencao foi dada aos primeiros relatos de resisténcia bacteriana a
penicilina e de disseminacao, por via horizontal, dessa caracteristica de resisténcia
entre bactérias distintas®

De acordo com Charles Darwin, a premissa basica da evolucao é a adaptacao, o que,
a propdsito, as bactérias fazem com maestria. Basta um olhar retrospectivo para os
quase 80 anos de uso clinico de antimicrobianos para perceber que as bactérias de-
senvolveram mecanismos de resisténcia a virtualmente todos esses compostos, va-
riando apenas o tempo necessario para o aparecimento dos fenétipos de resisténcia.
Esse processo evolutivo culminou no cendrio atual, onde coexistimos com bactérias
multirresistentes, para as quais opgdes terapéuticas podem ser escassas ou até mes-
mo inexistentes®*.

De fato, enfrentamos hoje uma situacao peculiar e preocupante no que diz respeito
a infecgOes por bactérias multirresistentes. De acordo com o macroeconomista brita-
nico Jim O'Neill, caso o panorama atual nao sofra alteracdes consideraveis, infeccoes
por bactérias multirresistentes serao a principal causa de morte no mundo, sendo
que, em 2050, 10 milhdes de pessoas morrerdo anualmente em decorréncia dessas
infeccbes, as quais matardo mais que cancer, diabetes e acidentes de transito, por
exemplo’.
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AOrganizacao Mundial da Saude (OMS) e 0“Centers for Disease Controland Prevention
(CDC) norte-americano reconhecem alguns microrganismos como mais relevantes
no contexto da multirresisténcia aos antimicrobianos. Bacilos Gram-negativos resis-
tentes aos carbapenémicos e Neisseria gonorrhoeae resistentes as fluoroquinolonas
e as cefalosporinas de terceira geragao sao apenas alguns desses exemplos (que se-
rao discutidos no Capitulo 3 deste médulo) e demonstram que a problematica da
resisténcia bacteriana engloba ndao somente infec¢des classicamente relacionadas a
assisténcia a salide, mas, também, a infeccées comunitarias.

A ocorréncia e emergéncia de bacilos Gram-negativos multirresistentes tem se reve-
lado um importante desafio para os servicos de salde exigindo um grande esforco
de gestores e profissionais de saiide de todas as especialidades na busca de medidas
inovadoras e eficazes de prevencao e controle desses microrganismos®.

No Brasil, de acordo com dados do Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade
em Servicos de Saude n° 20 (Avaliacdo dos indicadores nacionais das Infeccbes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e Resisténcia microbiana do ano de 2018),
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa estao entre os
principais microrganismos causadores de infec¢ées primarias de corrente sanguinea
relacionadas a infeccao de cateter venoso central confirmadas laboratorialmente em
Unidades de Terapia Intensiva (UTI) adulto. Corroborando com o panorama mundial,
€m nosso pais, a resisténcia aos carbapenémicos é o principal desafio entre esses mi-
crorganismos, sendo que aproximadamente 79%, 44,30% e 41,40% dos Acinetobacter
spp., K. pneumoniae e P. aeruginosa foram resistentes aos carbapenémicos, respecti-
vamente, conforme dados do Boletim citado acima’.

Sdo varias e graves as consequéncias de infeccdes por essas e outras bactérias multir-
resistentes, incluindo aumento de morbidade e mortalidade, maior tempo de hospi-
talizacao e aumento dos custos com os cuidados com a saude. Reconhecendo e preo-
cupada com esse cenario, a OMS tem, frequentemente, ressaltado o tema da multir-
resisténcia aos antimicrobianos, por meio do lancamento de campanhas e de progra-
mas de vigilancia epidemioldgica. Um desses programas é o “Global Antimicrobial
Resistance Surveillance System” (GLASS), uma plataforma para o compartilhamento
de dados sobre resisténcia aos antimicrobianos em nivel mundial. A OMS tem incen-
tivado a participagao de todos os paises com o objetivo de obter um panorama glo-
bal da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. Sao pecas-chave desse programa
os sistemas de vigilancia nacionais, bem como os laboratérios de bacteriologia na-
cionais de referéncia. Reconhecer a epidemiologia mundial de infec¢des associadas
a microrganismos multirresistentes é essencial em um contexto onde o fluxo de pes-
soas e mercadorias ocorre em uma intensidade sem precedentes. Até outubro de
2019, 88 paises ja haviam aderido ao GLASS, inclusive o Brasil®.
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De fato, nos ultimos anos, esforcos foram feitos para que sistemas de vigilancia da
resisténcia microbiana no Brasil se tornassem mais robustos, ja que a subnotificacao
é um desafio que precisa ser vencido. Nesse sentido, em 2005 a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) criou a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia
Microbiana em Servicos de Saude (Rede RM), com o objetivo de tornar a assisténcia a
saude mais efetiva por meio da deteccdo, prevencao e controle da emergéncia de re-
sisténcia aos antimicrobianos em servicos de saide no Brasil. J4, em 2013, a Anvisa e
o Ministério da Saude (MS) instituiram a Sub-rede Analitica de Resisténcia Microbiana
em Servicos de Saude (Sub-rede RM) com o objetivo de estabelecer, ao longo do
tempo, o histérico evolutivo das cepas multirresistentes de infeccdes relacionadas
a assisténcia a saude humana. Todos esses esforcos tém culminado em uma maior
notificacdo da ocorréncia de bactérias multirresistentes, fazendo com que os dados
epidemioldgicos nacionais estejam se tornando mais sistematicos nos ultimos anos.

E imprescindivel ressaltar que ndo apenas a ampla utilizacdo de antimicrobianos em
medicina humana tem atuado como pressao seletiva para a emergéncia e dissemina-
¢ao de bactérias multirresistentes. O uso de antimicrobianos em medicina veterindria
e, também, na agropecudria sao fatores determinantes que reforcam o cendrio atual
de alta prevaléncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos. E nesse contexto
que, nos ultimos anos, tem sido salientado o conceito de Satde Unica (“One Health”),
definido como um esforco integrativo de diferentes areas atuando localmente, nacio-
nalmente e globalmente para obter uma saide 6tima para pessoas, animais e 0 meio
ambiente®'°,

Realmente, é necessario que se tenha uma visao holistica da problematica da resis-
téncia bacteriana aos antimicrobianos. Isso porque 2/3 de todo os antimicrobianos
consumidos no mundo sao utilizados no contexto agropecuario e veterinario, como
agentes terapéuticos e/ou profilaticos funcionando como promotores de crescimen-
to. Muitas vezes, esses antimicrobianos sao utilizados em doses subterapéuticas, fa-
vorecendo a selecao de bactérias resistentes que, eventualmente, sao transmitidas
aos humanos, seja de forma direta (por contato/manipulacao) ou indireta (produtos
alimentares, solo e agua contaminada)®'.

Entendendo a importancia fundamental desse olhar global sobre a questao da re-
sisténcia aos antimicrobianos, o Ministério da Saude, em parceria com a Anvisa e ou-
tros 6rgaos nacionais, publicou, em 2018, o Plano de Acao Nacional de Prevencao e
Controle da Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da Satde Unica (2018-2022),
o PAN-BR". Esse plano foi elaborado em convergéncia com os objetivos definidos pela
alianca tripartite entre a OMS, a Organizacao das Na¢des Unidas para a Alimentacao e
a Agricultura (FAO) e a Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE), e tem como um
dos objetivos garantir que se mantenha a capacidade de tratar e prevenir infeccoes
com antimicrobianos seguros e eficazes, com qualidade assegurada e utilizados de

1"
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forma responsével, no contexto da Satde Unica. Para tal, foram estabelecidos pelo
PAN-BR 14 objetivos principais, com 33 interveng¢des estratégicas e 75 atividades, en-
globando profissionais e gestores com atuacao nas areas de saide humana, animal e
ambiental. A participacdao de gestores é fundamental para que programas de Saude
Unica sejam implementados de forma efetiva e para que os objetivos tracados pelo
PAN-BR sejam alcangados.

Nesse sentido, foi proposto pela Secretaria de Vigilancia em Saude a criacao do
BR-GLASS - Programa Nacional de Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana no
Brasil. O programa esta previsto no Objetivo 4 do PAN-BR, item 4.2.3. (Desenvolver um
sistema nacional de informacao integrada para a vigilancia e monitoramento da re-
sisténcia aos antimicrobianos), cujo propdsito € complementar as acdes da Anvisa ci-
tadas anteriormente, uma vez que pretende avaliar o perfil de sensibilidade de todos
os isolados dos hospitais sentinela, tanto de origem nosocomial como comunitarios.
A vigilancia integrada e a abordagem em Sautde Unica sao as ténicas do Programa,
que iniciou o Projeto-Piloto no Parana em 2019 e deve ser expandido para outros
quatro estados em 2020, com o objetivo de atingir 95 hospitais sentinela até 2022,

As bactérias apresentam mecanismos de resisténcia complexos, que envolvem a di-
minuicao da concentracao intracelular do antimicrobiano, a alteracao nos sitios de
ligacao dessa molécula na célula bacteriana, ou a produgao de enzimas que alteram
ou degradam o antimicrobiano. Tais mecanismos estdao associados a genes localiza-
dos nos cromossomos ou plasmideos bacterianos e que apresentam formas distintas
de expressao e de transmissao entre as bactérias. Essa transmissao ocorre entre os di-
ferentes ecossistemas (humanos, animais e meio ambiente), ressaltando, novamente,
a importancia da abordagem da Saude Unica'2. Os mecanismos moleculares da re-
sisténcia bacteriana e sua disseminacao serao discutidos em detalhes no Capitulo 2.

Diante do cenario apresentado, nunca o laboratério de Microbiologia Clinica foi tao
exigido no que diz respeito aos resultados dos testes de sensibilidade aos antimicro-
bianos. Assim, microbiologistas devem ser capazes de reconhecer e utilizar as me-
todologias mais adequadas e padronizadas para obtencao de resultados acurados,
a fim de, efetivamente, auxiliar no tratamento e na prevencdo da disseminacgdo de
infeccdes bacterianas. Da mesma forma, gestores devem estar cientes da problema-
tica da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, para que compreendam a neces-
sidade de investimentos constantes, sempre sendo capazes de avaliar criticamente o
custo-beneficio dos investimentos.

E importante, por exemplo, que os laboratérios tenham ferramentas que permitam o
correto gerenciamento dos dados no contexto da vigilancia epidemiolégica. Assim,
a partir de uma parceria da Coordenacao Geral de Laboratorios de Saude Publica
(CGLAB) com o Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (DATASUS)
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e a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), foi criado o sistema Gerenciador de
Ambiente Laboratorial (GAL), com o objetivo de informatizar os Laboratérios de
Vigilancia Epidemiolégica e Vigilancia em Saude Ambiental, proporcionando geren-
ciamento das rotinas, o acompanhamento das etapas para realizacdao dos exames e a
obtencao de relatérios epidemioldgicos.

Em relagao as técnicas de determinacao da sensibilidade das bactérias aos antimi-
crobianos, experimentos de diluicao de antimicrobianos em caldo e em agar foram
uma das primeiras ferramentas utilizadas na pratica da microbiologia, iniciado em
1870. Nos anos 1940, essas técnicas foram aprimoradas e, posteriormente, padroni-
zadas e recomendadas pelos comités de padronizacao ao redor do mundo, permi-
tindo a determinacao da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos.
Entretanto, tém a desvantagem de serem tecnicamente trabalhosas para serem reali-
zadas rotineiramente no laboratério de Microbiologia Clinica, especialmente aqueles
com alta demanda™.

Por sua vez, o teste de disco-difusao, desde a sua descri¢cao original (na década de
1920) até a forma que conhecemos e utilizamos atualmente, passou por inimeras
modificagdes, tendo a contribuicdo de diferentes autores. Varios métodos foram pro-
postos, todos apresentando limitagdes importantes, especialmente no que dizia res-
peito a reprodutibilidade. Até que, em 1966, Kirby & Bauer estabeleceram uma me-
todologia confidvel e padronizada para ser utilizada para determinar a sensibilidade
das bactérias aos antimicrobianos. O teste de “Kirby & Bauer” ainda é o método mais
rotineiramente utilizado mundialmente, por ser de facil execugao, baixo custo e por
responder, de forma geral, as necessidades da equipe médica'.

= Em 1991, foi desenvolvido o primeiro método comercial (Teste Epsilométri-
co - Etest®) baseado em fitas plasticas ndo porosas com um gradiente de
concentracao de antimicrobianos, o qual permite determinar a CIM dos an-
timicrobianos sem a necessidade de uso de técnicas de diluicao. Atualmen-
te, existem outras empresas que também fabricam fitas com gradientes de
concentracao de antimicrobianos, utilizando o mesmo principio do Etest.
Metodologicamente facil de executar, essa técnica é, na maioria das situa-
¢oes clinicas, uma forma muito pratica de realizacao de teste quantitativo
(determinagao de CIM) 3. As peculiaridades dos testes citados, bem como as
metodologias detalhadas e suas limitacdes, serao discutidas no Capitulo 4.

Nem todos os testes descritos até aqui sao adequados para todas as bactérias. A sen-
sibilidade as polimixinas em enterobactérias, por exemplo, nao é determinada, de
forma confiavel utilizando-se o teste de disco-difusao ou as fitas de gradiente de con-
centracgao, e isso se deve as caracteristicas moleculares do antimicrobiano'. Além dis-
so, algumas situagdes clinicas ou epidemioldgicas podem exigir a caracterizacao de
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mecanismos de resisténcia especificos, e, para isso, testes adicionais sao necessarios.
Assim, por exemplo, o teste de disco-difusao define se uma determinada bactéria
é resistente a um carbapenémico, mas nao é capaz de elucidar se essa resisténcia
estd ou nao associada a producao de carbapenemases (enzimas que hidrolisam car-
bapenémicos), muito menos estabelecer qual o tipo de enzima esta sendo produzi-
do™. Essas e outras particularidades serao oportunamente discutidas ao longo do
Capitulo 5.

A exemplo da descoberta dos antimicrobianos, a Biologia Molecular foi outro avanco
notavel ocorrido no século passado nas ciéncias médicas. Muitas das técnicas mole-
culares foram utilizadas experimentalmente na Microbiologia Clinica e, com o passar
dos anos, algumas demonstraram aplicabilidade limitada, enquanto outras se conso-
lidaram como ferramentas Uteis para os laboratérios.

A Reacao em Cadeia da Polimerase (“Polymerase Chain Reaction” — PCR) pode ser
utilizada, por exemplo, para identificacdo rapida e acurada de marcadores genéticos
especificos de resisténcia. A técnica de PCR é uma metodologia que requer equipa-
mentos e materiais de consumo que nem sempre estao disponiveis em laboratérios
de microbiologia e, por isso, nao é utilizada na rotina da maioria dos laboratérios.
Compreender as vantagens e limitagdes dessa e de outras metodologias moleculares
é essencial para a utilizagcdo assertiva desses métodos'®.

As ferramentas de Biologia Molecular também podem ser utilizadas para compreen-
der e, eventualmente, evitar a disseminacao dos microrganismos multirresistentes.
Atualmente, vivemos em um mundo globalizado e o transito de pessoas e mercado-
rias facilitou, sobremaneira, a disseminacao desses microrganismos. Nesse contexto,
metodologias tém sido utilizadas para avaliar a relagcao genética entre bactérias en-
volvidas em infec¢bes, com o objetivo de compreender a dinamica de disseminacao
delas e/ou de seus determinantes genéticos de resisténcia. Alguns microrganismos
multirresistentes, por exemplo, apresentam predominantemente uma expansao clo-
nal, de abrangéncia mundial. E o caso da K. pneumoniae ST258, um clone bacteriano
altamente adaptado ao ambiente hospitalar, associado a resisténcia aos carbapené-
micos e endémico em varias regides do mundo, incluindo o Brasil'’. As ferramentas
utilizadas para a determinacao da epidemiologia molecular de microrganismos re-
sistentes serao descritas no Capitulo 6, desde a tipagem por PFGE (“Pulsed-Field Gel
Electrophoresis”) e MLST (“MultilocusSequenceTyping”) até o sequenciamento do
genoma completo.

Por fim, compdem este Mddulo, materiais ilustrativos, no formato de videos com
apresentacao pratica dos principais topicos aqui abordados. Assim, espera-se que
este documento possa contribuir para uma melhor compreensao do fendémeno da
resisténcia bacteriana e para reforcar o papel do laboratério de Microbiologia nesse
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processo, escolhendo e executando de forma adequada as metodologias atualmente
disponiveis.

Diante do exposto, fica claro que a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um
problema de abrangéncia mundial, que coloca em risco a saide humana. Para o en-
frentamento adequado desse cendrio, uma abordagem pautada na saude Unica é
essencial. Nesse contexto, se torna imprescindivel a participacao de profissionais da
saude, juntamente com gestores, para que se tenham sistemas de vigilancia epide-
mioldgica robustos e para que medidas efetivas de prevencao e controle das infec-
¢Oes por essas bactérias possam ser estabelecidas. Laboratérios de Microbiologia
tém papel fundamental em todo esse contexto, ja que a deteccao acurada do per-
fil de sensibilidade das bactérias aos antimicrobianos, bem como de seus mecanis-
mos de resisténcia, sao essenciais para que todas as demais providéncias possam ser
tomadas.
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Capitulo 2:

Bases moleculares da resisténcia bacteriana

2.1

Ana Paula D’ Alincourt Carvalho Assef

Orlando Carlos da Conceicdo Neto

Entende-se por resisténcia bacteriana a capacidade de um microrganismo de se de-
senvolver in vitro na presenca da concentra¢do alcancada pelo antimicrobiano na
corrente sanguinea, apos administracao de dose padrao.

As bactérias podem apresentar resisténcia intrinseca ou adquirida aos antimicrobia-
nos. Resisténcia intrinseca é a caracteristica inata de determinada espécie ou géne-
ro bacterianos onde todos os individuos de um mesmo género ou espécie apresen-
tam resisténcia a um determinado agente antimicrobiano, devido a particularidades
estruturais ou funcionais’.

Resisténcia adquirida ocorre quando uma bactéria previamente sensivel a deter-
minado antimicrobiano desenvolve resisténcia, podendo ser consequéncia de mu-
tacbes em genes cromossOmicos ou de aquisicao de elementos genéticos moveis,
como plasmideos e transposons que contenham genes associados a resisténcia, por
transferéncia horizontal de genes'.

Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos pode ocorrer por diferentes mecanismos, tais
como: alteracdo da permeabilidade celular ao antimicrobiano; expulsao do antimi-
crobiano por bombas de efluxo; alteracdo do sitio de acdo do antimicrobiano e inati-
vacao enzimatica do agente antimicrobiano. Esses mecanismos podem coexistir em
uma mesma cepa bacteriana, tornando-a resistente a diferentes classes de antimicro-
bianos, gerando um perfil de multirresisténcia'2. A seguir, esses mecanismos serao
discutidos detalhadamente.
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2.1.1

Alteracao da permeabilidade celular ao antimicrobiano

A permeabilidade da membrana celular é essencial para que o antimicrobia-
no tenha acesso a seu sitio de acao. Alteragdes nessa permeabilidade podem
levar a uma diminui¢do da concentracao do antimicrobiano dentro da célula
bacteriana’.

A membrana externa das bactérias Gram-negativas é a primeira linha de de-
fesa contra compostos téxicos, tais como os antimicrobianos. Devido a per-
meabilidade limitada da membrana externa, que é uma caracteristica inata,
os bacilos Gram-negativos sdo intrinsecamente resistentes a varios antimi-
crobianos como penicilina, eritromicina, clindamicina e vancomicina?.

A entrada de muitos antimicrobianos, como por exemplo os B-lactamicos, na
célula bacteriana é controlada pelas porinas, que sdao proteinas de membra-
na externa — “Outer Membrane Proteins” (OMPs) — capazes de formar canais
constituidos de dgua no seu interior, o que permite a difusao passiva de solu-
tos hidrofilicos através da membrana externa. Assim, algumas bactérias po-
dem desenvolver resisténcia adquirida a determinados antimicrobianos por
meio de mutagdes nos genes codificadores ou reguladores de determinadas
porinas, levando a reducao dos niveis de expressao ou alteracdo da estrutu-
ra dessas proteinas, o que limita a entrada do antimicrobiano. Geralmente,
essas mutacdes conferem um aumento da concentragao inibitéria minima
(CIM) do antimicrobiano, mas muitas vezes esse aumento néo é suficiente
para que seja observada uma resisténcia clinica ao composto3*.

Um exemplo é o desenvolvimento de resisténcia ao imipenem em Pseudo-
monas aeruginosa devido a mutacdes no gene que codifica a porina OprD
(responsavel pela entrada desse antimicrobiano dentro da célula bacteria-
na). A diminuicao ou auséncia da expressao desta porina confere resistén-
cia de baixo ou moderado nivel ao imipenem. Nesses casos, também ocorre
o aumento da CIM para o meropenem, mas ndao em niveis suficientes para
causar resisténcia, e a bactéria continua sendo classificada como sensivel ao
meropenem?,

Algumas vezes, as alteracdes na expressao de determinadas porinas podem
levar a resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, tornando a bac-
téria multirresistente. Isso porque uma mesma porina pode servir de canal
de acesso ao interior da célula por diferentes compostos antimicrobianos.
Como exemplo, em Klebsiella pneumoniae tem sido descrito que mutagoes
nos genes que codificam as porinas OmpK35 e OmpK36 causam diminuicao
da sensibilidade a alguns B-lactamicos como os carbapenémicos, mas tam-
bém as fluoroquinolonas, ao cloranfenicol e a tetraciclina*®.
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No entanto, a associacdo da diminuicdao da permeabilidade com outros me-
canismos de resisténcia pode conferir maiores niveis de resisténcia, pois as
mutagoes e/ou as alteracdes na expressao de porinas atuam limitando a en-
trada de um antimicrobiano dentro da célula, permitindo uma melhor acao
de outros mecanismos de resisténcia, como bombas de efluxo e degrada-
¢ao enzimatica. Por exemplo, Serratia marcescens pode se tornar resistente
ao meropenem pela perda da porina OmpF associada a hiperexpressao da
B-lactamaseAmpC’.

Remocao do antimicrobiano por bombas de efluxo

Os sistemas de efluxo atuam na remoc¢ao de compostos téxicos de dentro
da célula bacteriana. O aumento da expressao desses sistemas € um impor-
tante mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos podendo causar resis-
téncia simultanea a diferentes classes de antimicrobianos (multirresisténcia).
Ao contrario da diminuicao da permeabilidade celular (mecanismo presente
exclusivamente em bactérias Gram-negativas), os sistemas de efluxo podem
estar presentes em micobactérias, bactérias Gram-positivas e Gram-negati-
vas, sendo mais relevante neste ultimo grupo de bactérias?.

Os sistemas de efluxo sdao formados por transportadores proteicos que fun-
cionam através de consumo de energia. Em Gram-positivos sao constituidos
por um Unico polipeptideo localizado na membrana citoplasmatica. J4 em
Gram-negativos, a maioria dos sistemas é composto por trés proteinas, uma
inserida na membrana citoplasmatica, outra na membrana externa e uma
proteina de ligacao no espaco periplasmatico®.

Existem cinco grandes familias de sistemas de efluxo classificadas de acordo
com a fonte de energia utilizada, a relacdo filogenética e a especificidade
de substratos: ABC (“ATP BindingCassette”), MFS (“Major Facilitator Superfa-
mily”), SMR (“Small Multidrug Resistance”), MATE (“Multidrug and Toxic Com-
pound Extrusion”) e RND (“Resistance-NodulationDivision”). Os sistemas de
efluxo da familia ABC utilizam a hidrdlise de ATP (adenosina trifosfato) como
fonte de energia, enquanto as outras familias usam a forca motriz de pré-
tons®. Dentre as cinco grandes familias, a que mais se destaca na resisténcia
aos antimicrobianos em bactérias Gram-negativas é a familia RND?.

Enquanto alguns sistemas de efluxo sao especificos para um determinado
substrato, como TetA e CmlIA que expulsam apenas tetraciclina e cloranfeni-
col, respectivamente, outros sistemas podem exportar uma gama de subs-
tratos distintos como, por exemplo, o sistema de efluxo MexAB-OprM de P.
aeruginosa, que quando hiperexpresso, pode gerar resisténcia aos [3-lacta-
micos, quinolonas, tetraciclina e cloranfenicol®.
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A maioria dos sistemas de efluxo é codificada por genes cromossémicos, po-
rém alguns sao adquiridos em elementos genéticos méveis, como é o caso
do gene gepA, que codifica uma bomba de efluxo em K. pneumoniae e tem
sido associada a resisténcia as quinolonas?.

Alteracao do sitio de acao do antimicrobiano

Cada antimicrobiano possui um alvo especifico na célula bacteriana para
realizar a sua agao e essa interacdao (antimicrobiano/sitio de a¢ao) é muito
especifica. Assim, alteragdes nos sitios de acao fazem com que a bactéria
se torne resistente ao antimicrobiano. Essas alteracées podem ocorrer por
(i) mutagdes em genes que codificam as proteinas-alvo, levando a auséncia,
alteracao da estrutura ou da expressao do sitio de acao; ou (ii) por aquisicao
de genes que codificam alguma protecao ao sitio de acao?.

A resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp. € um exemplo desse tipo
de mecanismo de resisténcia. O gene mecA codifica uma nova transpepti-
dase, denominada PBP2a (“Penicillin-Binding Protein” 2a) ou PBP2] que pos-
sui baixa afinidade pelos 3-lactamicos. Esta PBP é suficiente para manter a
integridade da parede celular durante o crescimento bacteriano, enquan-
to as outras PBPs constitutivas sao inativadas pelos 3-lactamicos''. Outro
exemplo de alteracao no sitio de ligagao ocorre na resisténcia as polimixinas.
Por mutagcdes em genes cromossdmicos ou aquisicao de genes plasmidiais
(mcr), a porcao do lipideo A do lipopolissacarideo das bactérias Gram-nega-
tivas sofre uma reducao nas cargas negativas, diminuindo ou impedindo a
ligagao das polimixinas, que sao antimicrobianos catidnicos, ao seu alvo'%

Modificacao ou inativacao enzimatica do agente antimicrobiano

A modificacao/inativacdao enzimatica do antimicrobiano é o principal meca-
nismo de resisténcia em bacilos Gram-negativos. Tém sido descritas milhares
de enzimas que podem degradar ou modificar antimicrobianos de diferen-
tes classes. Existem trés estratégias quimicas que as enzimas utilizam para
promover a inativacao do antimicrobiano: transferéncia de grupos quimicos
(que ocorre em diferentes classes de farmacos), mecanismos de oxidagao
(que ocorre com as tetraciclinas) e hidrélise (que ocorre principalmente com
os B-lactamicos)2.

Enzimas que inativam antimicrobianos através da transferéncia de grupos
quimicos, incluindo fenédmenos de fosforilacao, glicosilacao, ribosilacao e
transferéncia de grupos thiol, sdo bastante comuns causando resisténcia aos
aminoglicosideos, cloranfenicol e macrolideos, por exemplo. Um dos prin-
cipais grupos de enzimas que modificam antimicrobianos sao as enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (EMAs), que alteram a estrutura quimica
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desses compostos, inativando a sua ligacao com as subunidades do ribos-
somo (sitio de acao na bactéria). Geralmente as EMAs conferem resisténcia
a altas concentracdes de aminoglicosideos. Existem trés principais classes
de EMAs: acetiltransferases, fosfotransferases e nucleotidiltransferases. Essas
classes sao evolutivamente diversas e variam em relacao aos aminoglicosi-
deos que podem modificar e a regiao da molécula que serd modificada'~.

= B-lactamases

As B-lactamases sdao as enzimas de maior importancia clinica. Constituem
um grupo diverso de enzimas e estao amplamente distribuidas entre bac-
térias Gram-positivas e negativas, sendo o mais importante mecanismo de
resisténcia aos B-lactamicos em bactérias Gram-negativas. Esse fato se deve
ao acumulo dessas enzimas no espaco periplasmatico das bactérias Gram-
-negativas, enquanto em Gram-positivas essas enzimas sao liberadas para
0 meio externo. Isso faz com que a inativagao do antimicrobiano seja mais
efetiva em Gram-negativos, antes de sua ligacdo as PBPs na membrana cito-
plasmatica’™™.

O mecanismo de acdo dessas enzimas é a hidrdlise do anel 3-lactamico, pre-
sente no nucleo estrutural de todos os B-lactamicos. Os genes codificadores
de B-lactamases podem possuir localizacdo cromossémica ou plasmidial e
muitas vezes estao associados a outros elementos genéticos méveis, como
integrons, transposons e sequéncias de insercao. A localizacao desses genes
nesses elementos com mobilidade facilita sua disseminacao’.

Diferentes tipos de 3-lactamases ja foram descritos e inUmeras tentativas de
estabelecer um sistema de classificacao foram propostas. Atualmente, tém
sido consideradas duas classificaces: A classificacdo de Ambler (1980)",
com base na estrutura molecular e na sequéncia de aminodcidos, resultando
em quatro grandes classes (A, B, C e D); e a classificacdo de Bush & Jacoby
(2010) que é baseada na atividade enzimatica relacionando substrato prefe-
rencial e caracteristicas estruturais'’s,

As B-lactamases de classe A possuem serina no sitio de acao e sao chamadas
de serino-B-lactamases. Englobam as penicilinases, a maioria das 3-lactama-
ses de espectro estendido (“Extended-Spectrum B-Lactamases” - ESBLs) e as
serino-carbapenemases, como a KPC (“Klebsiella pneumoniae carbapenema-
se”). As penicilinases sao enzimas com capacidade de hidrdlise restrita, agin-
do apenas sobre as penicilinas. Alguns exemplos de enzimas dessa classe
sao as penicilinases produzidas por Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.
(PCT)™.

21




Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

As ESBLs sao capazes de hidrolisar todas as penicilinas, as cefalosporinas
incluindo as de terceira e quarta geracbes e monobactamicos. A grande
maioria das [3-lactamases desse grupo é susceptivel a acao de inibidores de
B-lactamases, tais como o acido clavulanico, o sulbactam ou o tazobactam.
Atualmente, existem mais de 500 diferentes ESBLs descritas, sendo a maioria
derivada das enzimas CTX-M, TEM e SHV, principalmente em Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e outras espécies de Enterobacterales'>.

As carbapenemases de classe A sao divididas em quatro representantes
principais: GES (43 variantes, algumas com atividade de ESBL e outras com
atividade de carbapenemase, como por exemplo GES-2, GES-4, GES-5, GES-
8, GES-11, GES-16, GES-18, GES-19 e GES-20), SME (5 variantes), IMI/NMC (18
variantes) e KPC (46 variantes). Algumas dessas variantes foram descritas
pela primeira vez no Brasil, como é o caso da GES-16. As carbapenemases hi-
drolisam uma ampla variedade de antimicrobianos B-lactamicos, incluindo
os carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos (aztreo-
nam) e podem ser inibidas pelo acido clavulanico e tazobactam™ "8, As en-
zimas do tipo KPC sao as de maior importancia clinica e epidemiolégica. De
fato, KPC-2 é a carbapenemase mais comumente detectada mundialmente,
sendo que, no Brasil, essa variante é endémica’’. Tais enzimas apresentam
elevada capacidade hidrolitica contra carbapenémicos e sao rapidamente
disseminadas por elementos genéticos moveis, justificando seu carater en-
démico'®",

As enzimas da classe C também sao denominadas de AmpC (3-lactamase.
Geralmente tém localizagdao cromossdmica, mas existem enzimas AmpC
plasmidiais. Os microrganismos que hiperexpressam AmpC sao tipicamente
resistentes as penicilinas, as combinacdes de [3-lactamicos com inibidores
de B-lactamases e as cefalosporinas de primeira e terceira geragoes, mas ge-
ralmente mantém a sensibilidade as cefalosporinas de quarta geracao (ce-
fepima), quando nao existe associacao com outros mecanismos, como a al-
teracdo nas proteinas de membrana externa. Algumas espécies de bactérias
possuem intrinsecamente genes que codificam AmpC que sao induziveis na
presenca de beta-lactamicos'. As principais enterobacterias que possuem
AmpCinduzivel incluem Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia mar-
cescens e Providencia spp, um grupo tradicionalmente conhecido pela sigla
“CESP”. A sigla “MYSPACE” também é utilizada visto que outras bactérias
como Morganella morgannii, Yersinia sp, Aeromonas sp e Pseudomonas aeru-
ginosa também podem apresentar AmpC induzivel.

Por sua vez, as B-lactamases de classe B sao chamadas de metalo-3-lacta-
mases (MBLs). Sao caracterizadas por apresentarem um ou dois &tomos de
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zinco em seu sitio de acao, o que faz com que sejam inibidas por quelantes
como o EDTA ou compostos derivados do acido tiodlico. Essas B-lactamases
sdo capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos, com excec¢do dos mono-
bactamicos, possuindo uma alta atividade contra os carbapenémicos além
de serem resistentes aos inibidores de [3-lactamases, como sulbactam e cla-
vulanato. Como todas as B-lactamases, as MBLs podem ser codificadas por
genes localizados no cromossomo bacteriano ou transferidos através de ele-
mentos genéticos moéveis. As familias mais comuns de MBLs relatadas em
isolados clinicos incluem as subclasses VIM (incluindo 67 variantes), IMP (79
variantes), GIM (2 variantes), SIM (2 variantes), NDM (20 variantes) e SPM (1
variante) (13,17,19). A SPM foi descrita pela primeira vez no Brasil em 2002,
de um isolado recuperado em 1999, e tem sido descrita como a principal
MBL em amostras brasileiras de P. aeruginosa devido a disseminagao de um
clone endémico, ST 277, em hospitais brasileiros®.

As [B-lactamases de classe D ou oxacilinases (OXA) possuem uma serina em
seu sitio de acao. Dentre elas, ha enzimas com perfil de penicilinases, que
hidrolisam penicilinas e cloxacilina (ex.: OXA-1), perfil de ESBLs, que hidro-
lisam cefalosporinas de amplo espectro (ex. OXA-15) e também com perfil
de carbapenemases (ex.: OXA-23 e OXA-48). Essas enzimas sao fracamente
inibidas pelo acido clavulanico™ 1,
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Tabela 1. Classificacao das B-lactamases (adaptado de Bush and Fisher, 2011')

Inibida
Grupo Classe Caracteristicas por acido Inibida
Funcional Molecular clavulanico ou | por EDTA
tazobactam
1 C AmpC de E. colie P Cefalosporinases AmpC N&o N&o
aeruginosa, CMY-2, FOX-1, cromossémicas e plasmidiais
MIR-1 Hidrolisam cefalosporinas e
cefamicinas.
1e C GC1, CMY-37 Hidrolisam penicilinas, cefamicinas, Nao Nao
cefalosporinas de amplo espectro e
monobactamicos.
2a A PC1 e outras penicilinases  Penicilinases Sim N&o
de Staphylococcus spp. e
Enterococcus spp.
2b A SHV-1, TEM-1, TEM-2, Hidrolisam penicilinas e Sim Nao
TEM-90 cefalosporinas de primeira geracéo
(cefazolina e cefalotina).
2be A CTX-M-15, CTX-M-44, ESBLs - Hidrolisam penicilinas, Sim Nao
PER-1, SFO-1, SHV-5, cefalosporinas de amplo espectro e
TEM-10, TEM-26 monobactamicos.
2br A TEM-30, TEM-76, TEM- Enzimas que hidrolisam penicilinas  N&o Nao
103, SHV-10, SHV-26 e cefalosporinas de primeira
geragao.
2ber A TEM-50, TEM-68, TEM-89  ESBLs — Hidrolisam penicilinas, Nao Nao
cefalosporinas, monobactamicos.
2c A PSE-1, CARB-3 Hidrolisam penicilinas e Sim Nao
carbenicilina.
2d D OXA-1, OXA-10 Hidrolisam a cloxacilina e oxacilina. Variavel Nao
2de D OXA-11, OXA-15 Hidrélise de penicilinas e Variavel N&o
cefalosporinas de amplo espectro.
2df D OXA-23, OXA-48 Carbapenemases — Hidrolisam Variavel Nao
carbapenémicos e outros
B-lactamicos
2e A CepA Cefalosporinases Sim N&o
2f A IMI-1, KPC-2, KPC-3, Carbapenemases — Hidrolisam Sim Nao
SME-1, GES-2 carbapenémicos e outros
B-lactamicos
3a B IMP-1, L1, NDM-1, VIM-1,  Carbapenemases — Hidrolisam Nao Sim
SPM-1 todos os B-lactamicos exceto
monobactamicos.
3b B CphA, Sth-1 Carbapenemases — Hidrolisam Néo Sim

preferencialmente carbapenémicos.
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Principais mecanismos de transferéncia horizontal de genes e
elementos genéticos méveis

Embora os eventos de mutagao contribuam para a evolucdo e adaptacao bacteriana,
a transferéncia horizontal de genes é a principal responsavel pela rapida proliferacao
de genes de resisténcia aos antimicrobianos entre bactérias, podendo haver transfe-
réncia entre microrganismos de uma mesma espécie e também entre espécies e gé-
neros distintos. A transferéncia horizontal de genes ocorre através da conjugacao, da
transformacao ou da transducdo e envolve diferentes elementos genéticos moveis
como plasmideos, transposons, sequéncias de insercao, integrons, bacteriéfagos e
ilhas gendmicas?'%.

2.2.1

Conjugacao

O mecanismo mais comum pelo qual os genes de resisténcia sao transferi-
dos entre as bactérias é a conjugacao, que é mediada por plasmideos. Para
que aconteca a conjugacao, é necessario contato célula a célula, através de
um pilus sexual especializado, codificado por um plasmideo conjugativo.
Apds o contato, uma das fitas do DNA plasmidial passa para a célula recepto-
ra através do pilus. A fita simples comeca a ser replicada a medida que entra
na célula. Ao final do processo, as duas células bacterianas terdo uma cépia
do plasmideo conjugativo completo?.

Plasmideos sao DNAs extracromossémicos circulares e autorreplicantes. Ha
uma grande variabilidade quanto ao tamanho dos plasmideos, expresso em
numero de pares de bases. Os plasmideos podem ter de 1 a >100kbp. Embo-
ra sejam geralmente acessoérios, os genes transportados por esses elementos
genéticos sdo, em algumas condicdes, fundamentais para a sobrevivéncia e
o crescimento da célula bacteriana. Entre as caracteristicas mais observadas
conferidas por plasmideos, encontram-se: resisténcia aos antimicrobianos,
resisténcia aos metais pesados e a outros agentes toxicos, producao de toxi-
nas, dentre outras?'?>.

Varios genes de resisténcia aos antimicrobianos sao carreados por plasmi-
deos, como por exemplo, os genes que codificam as ESBL, e os genes codifi-
cadores das carbapenemases (blaKPC, bIaNDM, bIaSPMe b/CIOXA). Além disso, mui-
tas vezes esses plasmideos carreiam também determinantes de resisténcia
para outros grupos de antimicrobianos como quinolonas, sulfonamidas, tri-
metoprima, cloranfenicol, tetraciclinas e aminoglicosideos, tornando a cepa

bacteriana multirresistente?'-2,
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2.2.2

2.2.3

Transformacao

Na transformacao, ha a captacao de DNA do meio extracelular pelas células
bacterianas. Para que ocorra a transformacao, sdo necessdrias algumas con-
dicdes: o DNA precisa estar livre no meio extracelular; a bactéria receptora
precisa ser capaz de internalizar (estar em estado de competéncia) o DNA
livre e este precisa ser integrado ao DNA cromossémico para que fique esta-
Ve|21’26.

Algumas bactérias sao constitutivamente competentes, como é o caso de
Streptococcus pneumoniae. Outras espécies bacterianas capazes de transfor-
macao natural podem desenvolver competéncia sob certas condicoes, tais
como a presenca de peptideos ou autoindutores, o estado nutricional ou
outras condicbes estressantes. A exposicdo a antimicrobianos também pode
induzir competéncia em muitas espécies de bactérias estimulando a trans-
formacao®%,

Transducao

O mecanismo de transduc¢ao compreende a transferéncia genética com au-
xilio de bacteriéfagos (virus que infectam bactérias). Existem duas formas de
transducao: a generalizada e a especializada. Na transducao generalizada,
um fragmento aleatério de DNA da célula hospedeira é inserido na particula
do bacteriéfago durante o processo de lise celular. A transducao especializa-
da é mediada por fagos lisogénicos ou temperados. Quando ocorre a excisao
do profago (DNA viral incorporado ao DNA bacteriano), este pode carrear
um fragmento de DNA bacteriano que estava adjacente. Quando ocorre a
infeccdo em outra bactéria, o DNA viral contendo o fragmento de DNA bac-
teriano pode ser incorporado ao DNA da bactéria receptora?*?’.

A mobiliza¢dao de genes de resisténcia através de transducao tem sido des-
crita para algumas espécies bacterianas como, por exemplo, a transferéncia
de resisténcia a tetraciclina e gentamicina em Enterococcus spp*.

2.3 Outras formas de transferéncia de genes e elementos genéticos
moveis

2.3.1

Transposicao

A transposicao é a transferéncia de genes dentro de uma mesma célula
através de transposons (DNA). Os transposons sao sequéncias de DNA que
possuem pelo menos um gene que codifica uma transposase, enzima capaz
de reconhecer sequéncias de DNA repetidas e invertidas (IR) localizadas nas
extremidades dos transposons. As transposases excisam os transposons e 0s
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inserem em ontro ponto do cromossomo ou plasmideos. Eles carregam toda
a informacao genética necessaria para sua transposicdo. A presenca des-
ses elementos é um fator importante de alteracdes no genoma bacteriano,
como inversoes e dele¢des, que podem ser causadas pela recombinagao ho-
mologa entre transposons. Além disso, podem ocorrer fusées de elementos
de DNA diferentes, tais como um plasmideo e um cromossomo, se transpo-
sons similares estiverem presentes em ambos os elementos.

Existem, basicamente, trés tipos de elementos transponiveis: sequéncias de
insercdo, transposons simples e transposons compostos. Considerando a
problematica da resisténcia antimicrobiana, algumas sequéncias de insercao
podem atuar como promotores da expressao de genes de resisténcia, como
por exemplo, a presenca da sequéncia de insercdao ISAbal localizada logo a
montante dos genes que codificam as carbapenemases OXA-51 e OXA-23,
em Acinetobacter baumannii resultam em uma hiperexpressao desses ge-
nes?,

Os transposons desempenham um papel importante na disseminacao dos
genes de resisténcia a antimicrobianos. A disseminacao do gene que codi-
fica a carbapenemase KPC, por exemplo, tem sido associada ao transposon
Tn4401. Tal transposon, pertence a familia dos transposons Tn3, e na maioria
das vezes, encontra-se inserido em plasmideos conjugativos?%,

Integrons

Integrons sdo elementos genéticos capazes de integrar ou mobilizar cassetes
génicos por mecanismos de recombinacao sitio-especifico. Tais elementos
estao amplamente distribuidos entre as bactérias Gram-negativas, associa-
dos a diferentes elementos moéveis, como sequéncias de insercao, transpo-
sons e plasmideos. Diferentes classes de integrons ja foram descritas, sendo
os integrons de classe 1 0os mais comumente associados a resisténcia aos
antimicrobianos.

A estrutura bésica dos integrons é formada pelo gene da integrase (intl), que
possui atividade de recombinacao sitio-especifica; uma regiao reguladora,
chamada de regiao P; e um sitio especifico de recombinacéo attl. Adjacente
a regiao attl do integron, encontra-se a regiao variavel que pode conter um
ou mais cassetes génicos. Os cassetes génicos sao unidades que contém um
gene, normalmente um gene de resisténcia a antimicrobianos, e um sitio de
recombinacdo (attC) que é reconhecido pela integrase codificada pelo inte-
gron. Alguns integrons possuem varios cassetes génicos inseridos sequen-
cialmente a partir do sitio att/ conferindo resisténcia a diferentes classes de
antimicrobianos?32°3,
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Capitulo 3:

Microrganismos multirresistentes de importdncia clinica e suas

resisténcias intrinsecas e adquiridas

3.1

Adriana Cardenas
Fernanda Esposito
Raquel Regina Bonelli
Jorge Luiz Mello Sampaio
Nilton Lincopan

Introducao

A distribuicao das bactérias é ubiquitaria na natureza, onde fazem parte da micro-
biota dos diversos hospedeiros e ecossistemas que integram a vida no planeta. A
adaptacdo aos diferentes ambientes que podem colonizar é dependente do mosaico
de genes intrinsecos e adquiridos que compdem o genoma bacteriano (cromosso-
mo e plasmideos), sendo que a recombinacao de genes pode acontecer de forma
espécie-inespecifica’.

Em ambientes ou condi¢es que propiciam a competitividade entre as bactérias para
selecao/estabelecimento do seu nicho ecolégico, algumas espécies se perpetuam
gracas a producao de metabdlitos secundarios com atividade antibacteriana (sejam
antimicrobianos ou bacteriocinas) que exercem uma pressao seletiva. Portanto, na
natureza, fungos e bactérias que produzem compostos antimicrobianos sao intrin-
secamente resistentes a eles, uma vez que carregam os genes que codificam esse
mecanismo de resisténcia especifico’.

Por outro lado, a versatilidade genética das bactérias permite que muitas espécies
incorporem genes de resisténcia necessarios para subsistir em ambientes com alta
pressao seletiva. Consequentemente, a interacdo entre espécies clinicamente impor-
tantes e bactérias intrinsecamente resistentes, presentes na natureza, tem favorecido
0s processos de recombinacao genética, resultando na emergéncia e disseminacao
de patdgenos resistentes aos antimicrobianos comercialmente disponiveis'.

Nos anos 80, a introducdo e o uso massivo das cefalosporinas de amplo espectro, es-
taveis a degradagao por -lactamases TEM-1 e SHV-1, contribuiram para a selecao de

isolados que albergavam mutacées nos genes bla,, , bla.,, ,e bla,, . as quais deram
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origem as novas variantes de B-lactamases, com alteracdes conformacionais no seu
sitio catalitico e expansao do espectro de atividade. Essas variantes passaram a hi-
drolisar as cefalosporinas de amplo espectro e monobactamicos e, por essa razao, fo-
ram denominadas [3-lactamases de espectro estendido (“Extended-Spectrum B-lac-
tamase” — ESBLs). Paralelamente, a versatilidade genética dessas espécies também
favoreceu a aquisicao de genes codificadores de ESBLs, a partir de espécies intrinse-
camente resistentes as cefalosporinas como Kluyvera spp?. De fato, tem sido demons-
trado que a origem de variantes de ESBLs do tipo CTX-M, amplamente disseminadas
em K. pneumoniae e E. coli, foi a partir de Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens, e
Kluyvera georgiana, onde a mobilizacao de genes bla, , (intrinsecos em Kluyvera spp.
e precursores dos genes bla_,, ) para plasmideos, provavelmente foi mediada por
elementos genéticos moveis do tipo ISEcp1°.

Atualmente, o uso massivo de carbapenémicos e polimixinas tem contribuido para o
surgimento de linhagens de E. coli e K. pneumoniae produtoras de carbapenemases
(majoritariamente KPC-2) e resistentes as polimixinas, pela aquisicao de mutagdes ou
genes que codificam para a producao de fosfoetanolamina transferases, como mcr-1°.
Aincorporagao de genes bla_, , e bla,, ., no cromossomo dessas bactérias tem sido
um evento cada vez mais frequente, suportando a teoria de que o fendmeno da resis-
téncia intrinseca em bactérias clinicamente significantes pode ser uma caracteristica

prépria da evolucado bacteriana e exposicao continua aos antimicrobianos?.

O perfil de resisténcia apresentado por uma determinada espécie bacteriana tem
dado origem a critérios interpretativos de multirresisténcia (MDR), resisténcia extre-
ma (XDR) e pan-resisténcia (PDR). MDR se define quando uma espécie apresenta re-
sisténcia a antimicrobianos pertencentes a trés ou mais diferentes classes (ex., -lac-
tamicos, aminoglicosideos, quinolonas, sulfas, tetraciclinas, dentre outras). J& uma
espécie bacteriana extensivamente resistente pode apresentar sensibilidade apenas
a antimicrobianos pertencentes, no maximo, a duas classes; enquanto uma espécie
bacteriana pan-resistente, pode apresentar resisténcia a todos os agentes antibacte-
rianos disponiveis, pertencentes as diferentes classes”.

Recentemente, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) (5) publicou uma lista de
“patégenos prioritarios” resistentes aos antimicrobianos para pesquisa e desenvol-
vimento de novos antimicrobianos, na qual se incluem 12 familias de bactérias que
ameacam a saude humana (Quadro 1). O grupo de prioridade critica inclui bacté-
rias multirresistentes que tém importancia clinica principalmente em hospitais, ca-
sas de repouso, e em pacientes submetidos a processos invasivos, cateterizacao,
e/ou ventilagdo mecanica. Nesse grupo de patogenos se incluem Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacterales, tais como Klebsiella spp., E. coli,
Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. e Morganella spp. Tais
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bactérias podem produzir infeccbes graves como bacteremia, sepse e pneumonia e
estao associadas a elevados indices de morbidade e mortalidade.

Quadro 1. Patégenos prioritarios resistentes aos antimicrobianos (OMS, 2017)5.

Prioridade 1: CRITICA + Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos

Prioridade 2: ELEVADA

* Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos
+ Enterobacterales* resistente aos carbapenémicos, as cefalosporinas de terceira geragéo

Enterococcus faecium resistente a vancomicina

+ Staphylococcus aureus resistente a meticilina (oxacilina), com sensibilidade intermediaria ou
resisténcia & vancomicina

* Helicobacter pylori resistente a claritromicina

+ Campylobacter spp. resistente as fluoroquinolonas

+ Salmonella spp. resistente as fluoroquinolonas

+ Neisseria gonorrhoeae resistente as cefalosporinas e as fluoroquinolonas

Prioridade 3: + Streptococcus pneumoniae nao sensivel a penicilina

MEDIA

» Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina
+  Shigella spp. resistente as fluoroquinolonas

* Klebsiella spp., E. coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. € Morganella spp.

3.2

Resisténcia intrinseca

Para algumas espécies bacterianas, a resisténcia intrinseca é uma caracteristica na-
tural mediada pela presenca de um gene especifico que confere a expressao do me-
canismo de resisténcia, ou decorrente da composicao estrutural, ou metabolismo
da bactéria (Tabela 1 e Tabela 2). De fato, nas bactérias Gram-negativas, a prépria
membrana externa, anionica e de alta hidrofobicidade, pode ser uma barreira fisica
para alguns antimicrobianos que possuem uma estrutura fisico-quimica de natureza
anionica ou altamente hidrofilica. Por outro lado, alguns antimicrobianos, como as
polimixinas catidnicas (colistina e polimixina B), se ligam por interacao eletrostatica
a seu alvo, a membrana externa (lipideo A) presente em bactérias Gram-negativas.
Portanto, bactérias Gram-positivas sao intrinsecamente resistentes as polimixinas. Da
mesma forma, pelo tipo de estrutura quimica, bactérias Gram-negativas sao intrin-
secamente resistentes aos glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), ja que sao
moléculas excessivamente grandes para penetrarem a membrana externa®.

Bactérias anaerdbias estritas apresentam resisténcia intrinseca aos aminoglicosideos
devido ao fato de que esses antimicrobianos requerem transporte ativo de elétrons
para serem captados pelas células, portanto, em condicbes anaerdbias estritas, as
moléculas de aminoglicosideo podem nao ser absorvidas pela bactéria®.

O conhecimento da resisténcia intrinseca apresentada por algumas espécies bacte-
rianas pode ser utilizado para confirmar a identificacao prévia de uma espécie, assim
como pode ser a base para a preparacao de meios de culturas seletivos.
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Tabela 1. Resisténcias intrinsecas em bactérias Gram-negativas de importancia clinica
(adaptado do documento do EUCAST)’

Bactéria Resisténcias intrinsecas

Complexo Acinetobacter baumannii/ ~ Ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, aztreonam, cefalosporinas 12 geracao,

Acinetobacter calcoaceticus

Aeromonas spp.

Bacteroides spp.

Complexo Burkholderia cepacia

Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli

Citrobacter freundii

Citrobacter koseri,
Citrobacter diversus

Citrobacter amalonaticus (grupo)

Elizabethkingia meningoseptica

Enterobacterales

Enterobacter spp.
Haemophilus influenzae

Hafnia alvei

Klebsiella pneumoniae,
K. variicola, K. oxytoca

Klebsiella aerogenes

Moraxella catarrhalis

Morganella morganii

Neisseria spp.

Providencia spp.

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Raoultella spp.

Salmonella spp.

Serratia spp.

Stenotrophomonas maltophilia

Yersinia enterocolitica
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ertapenem, trimetoprima, cloranfenicol, fosfomicina
Ampicilina, amoxicilina
Penicilina, ampicilina, aminoglicosideos

Ampicilina, amoxicilina, ticarcilina, piperacilina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/
sulbactam, cefalosporinas 12 geragao, ertapenem, colistina, polimixina B, aminoglicosideos,
fosfomicina

Trimetoprima

Ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalosporinas 12
geragao, cefuroxima, cefoxitina

Ampicilina, amoxicilina, ticarcilina

Todos os B-lactamicos com excegao da piperacilina/tazobactam

Penicilina G, glicopeptideos, macrolideos, clindamicina, linezolida, estreptograminas
(quinupristina/dalfopristina), mupirocina

Ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas 12 geragéo, cefoxitina
Penicilina G, eritromicina, clindamicina

Ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalosporinas 12 geragao,
cefamicinas (cefoxitina)

Ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina

Ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalosporinas 12 geragéo,
cefamicinas (cefoxitina)

Trimetoprima, lincosamidas, cefalosporinas 12 e 22 geragdes

Ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas 12 gerag&o, cefuroxima,
colistina, polimixina B, nitrofurantoina, tetraciclinas, tigeciclina

Lincosamidas, colistina, polimixina B

Ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas 12 geragéo, gentamicina,
netilmicina, tobramicina, colistina, polimixina B, nitrofurantoina, tetraciclinas, tigeciclina

Colistina, polimixina B, nitrofurantoina, tetraciclinas, tigeciclina

Ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas 12 geragéo, cefuroxima, colistina, polimixina B,
nitrofurantoina, tetraciclinas

Ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalosporinas 12 e
22 geragdes, cefotaxima, ceftriaxona, ertapenem, acido nalidixico, nitrofurantoina, trimetoprima,
tetraciclinas (tigeciclina)

Ampicilina, ticarcilina
Cefuroxima e aminoglicosideos (ativo in vitro, mas néo ativo in vivo)

Ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam, cefalosporinas 12
geracdo, cefuroxima, cefoxitina, colistina

Todos os B-lactamicos, aminoglicosideos, trimetoprima, fosfomicina

Ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina, cefalosporinas 12 geragao
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Tabela 2. Resisténcias intrinsecas em bactérias Gram-positivas de importancia clinica
(adaptado de EUCAST)’

Bactéria Resisténcia intrinseca

Todas as Gram-positivas Aztreonam, colistina, acido nalidixico

Staphylococcus saprophyticus Acido fusidico, ceftazidima e fosfomicina

Streptococcus spp. Aminoglicosideos®, ceftazidima

Enterococcus faecium Carbenicilina, ticarcilina, oxacilina, todas as cefalosporinas aminoglicosideos®,
macrolideos, mupirocina, clindamicina, trimetoprima, sufametoxazol

Enterococcus faecalis Carbenicilina, ticarcilina, oxacilina, todas as cefalosporinas aminoglicosideos*, macrolideos
mupirocina, clindamicina, trimetoprima, sufametoxazol, estreptograminas (quinupristina/
dalfopristina)

Enterococcus gallinarum Vancomicina, carbenicilina, ticarcilina, oxacilina, todas as cefalosporinas,

E. casseliflavus aminoglicosideos*, mupirocina, clindamicina, trimetoprima, sufametoxazol,
estreptograminas (quinupristina/dalfopristina)

Listeria monocytogenes Cefalosporinas de 32 geragéo, fluoroquinolonas

Clostridium spp. Aminoglicosideos

Clostridioides difficile

*Baixo grau de resisténcia. Combinagdes de aminoglicosideos com inibidores da parede celular (penicilinas e glicopeptideos) sdo sinérgicas e bactericidas
contra isolados que sdo sensiveis aos inibidores da parede celular e néo apresentam alto grau de resisténcia aos aminoglicosideos

3.3 Resisténcia adquirida

3.3.1  Staphylococcus spp.

Bactérias do género Staphylococcus compéem a microbiota de seres hu-
manos e animais, habitando pele e mucosas. Sdo patégenos oportunistas
e estdo associados a infec¢des brandas, tais como infec¢oes de pele e into-
xicagdes alimentares, mas também podem causar infeccbes graves, poten-
cialmente fatais, como pneumonias, bacteremias e infec¢des relacionadas a
dispositivos médicos invasivos. Dentre as espécies, Staphylococcus aureus é a
mais patogénica por possuir uma diversidade de fatores de viruléncia®.

Em Staphylococcus spp., 0 mecanismo de resisténcia mais importante para
os B-lactamicos esta relacionado com a resisténcia a oxacilina/meticilina me-
diada pelo gene mecA, o que se traduz em resisténcia a todos os [3-lactami-
cos, com excecao das novas cefalosporinas ceftobiprole e ceftarolina (Tabela
3). O gene mecA codifica uma proteina ligadora de penicilina (“Penicillin-bin-
ding Protein” — PBP) alterada, a PBP2a, que apresenta baixa afinidade pelos
B-lactamicos, mas que preserva sua atividade de transpeptidase. Assim, é
possivel manter a sintese adequada da parede celular de Staphylococcus
spp., mesmo na presenca de B-lactamicos®”’.
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Os pontos de corte para interpretar essa resisténcia, assim como os métodos
de avaliagao, variam segundo a espécie: S. aureus, Staphylococcus pseudinter-
medius (de importancia em medicina veterinéria) e Staphylococcus schleiferi,
Staphylococcus epidermidis ou as demais espécies coagulase negativa’'°.

Para macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (MLS,), o mecanismo de
resisténcia mais prevalente é a producdao de metilases mediadas por genes
erm. Para fluoroquinolonas, mutacdes pontuais em topoisomerases, e a ex-
pressao de bombas de efluxo como NorA, sdo os principais mecanismos de
resisténcia®.

Para glicopeptideos (vancomicina, teicoplanina) tém sido descritas cepas de
S. aureus com sensibilidade intermediaria (Glycopeptide-Intermediate Staphy-
lococcus aureus - GISA), expressa de forma homogénea ou heterogénea, atra-
vés de um complexo mecanismo que envolve o espessamento da parede ce-
lular bacteriana e a producdo de terminais D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala)
livres. O alto grau de resisténcia aos glicopeptideos (“Glycopeptide-Resistant
Staphylococcus aureus”- GRSA ou “Vancomycin-Resistant Staphylococcus au-
reus”- VRSA) relaciona-se a sintese de precursores de peptidoglicano con-
tendo o D-Ala-D-Lac, ao invés da composicao constitutiva D-Ala-D-Ala. Essa
substituicao do aminodcido alanina por lactato é codificada pelo gene vanA,
localizado em transposons presentes em plasmideos conjugativos®.

Para oxazolidinonas, tais como a linezolida, a resisténcia esta associada a
mutagoes nos genes que codificam porg¢des especificas no RNAr, alteracdes
nesse sitio causadas por genes plasmidiais ou, mais recentemente, pela pre-
senca de proteinas da familia ARE ABC-F (poxtA)'".
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Tabela 3. Fendtipos e mecanismos de resisténcia em Staphylococcus spp.”"

B-lactamicos

PEN OXA AMP AMC CFO

S S S S S Sensivel Baixa

R S R S S Penicilinase Muito alta

R R! R! R! R! PBP2a (mecA) Alta

Macrolideos-Lincosamidas-EstreptoGraminas (MLS)

ERI AZ| SPI CLD  STG, STG,

S S S S S S Sensivel Alta

R R R R R S Metilase RNAr 23S (ermA, ermC): cMLS Moderada

R R SIR SIR SIR S Metilase RNAr 23S (ermA, ermC, ermY): iMLS 2 Baixa

IIR IIR S S SIR S Bomba de efluxo (msrA, msrB, mphC, erpA): M, MS Baixa

S S S SR S S) Inativagao (inuA, inuB, inuC) Muito baixa

S S SR S IIR Modificagéo do alvo (cfr)® Muito baixa

S S S S R Inativagao (vatA, vatB, vatC) Muito baixa
Bomba de efluxo (vgaA, vgaB)

S S S S R S Inativagdo (vgbA, vgbB) Muito baixa

Oxazolidinonas

LZD

R Mutagdes em L3 e RNAr 23S Muito baixa

R Alterag&o no sito de agéo (cfr) Muito baixa

R Proteina da familia ARE ABC-F (poxtA) Muito baixa

Aminoglicosideos*

STR GEN TOB  AMI CAN  NET

S S S S S S Sensivel Alta

S R R R R R Inativagdo enzimatica [AAC(6), APH(2")] Moderada (alta em

MRSA)

S S S SIR S Inativagao enzimatica [APH(3')-11] Baixa

R S S S S Inativagdo enzimatica [ANT(6)] Baixa

R S S SIR S Inativagdo enzimatica [ANT(6) + APH(3')-111] Baixa

Glicopeptideos Lipopeptideos

VAN  TEl DAP

S| S) S| Sensivel Alta

IIR IIR S vanA Muito baixa

R R R Mutagdes em mprF e walK, e no operon dIitABCD Muito baixa
(mudanca de carga e repulséo eletrostatica)

Tetraciclinas

TET  DOX

R R Bomba de efluxo (tetK, tetl) Baixa/
Proteina de protegao ribossomal (tetM, tetO) Moderada

AMC, amoxicilina/acido clavulanico; AMI, amikacina; AMP, ampicilina; AZI, azitromicina; CLD, clindamicina; DAP, daptomicina; DOX, doxiciclina; ERI,
eritromicina; CFO, cefoxitina; GEN, gentamicina; CAN, kanamicina; LZD, linezolida; NET, netilmicina; OXA, oxacilina; PEN, penicilina; SPI, espiramicina;
STG,, estreptogramina grupo A (dalfonopnstlna) STG,, estreptogramina grupo B (quinopristina); STR, estreptomicina; TEI, teicoplanina; TET, tetraciclina;
TOB tobramicina; VAN, vancomicina.

1Cepas de estafilococos resistentes & oxacilina ou cefoxitina devem ser consideradas resistentes para todos os -lactamicos, com excecéo ao ceftobiprol
e ceftarolina.

2Em cepas com fendtipo MLS  induzivel (iMLS,) a eritromicina induz o mecanismo de resisténcia conferindo resisténcia a todos os antimicrobianos MLS,.
%A expressao do gene cfr confere resisténcia aos fenicdis, lincosamidas, oxazolidinonas, pleuromutilinas (tiamulina e valnemulina) e estreptogramina A.
"Ha uma diversidade grande de enzimas modificadoras de aminoglicosideos. A tabela apresenta apenas alguns exemplos.
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3.3.2

Enterococcus spp.

Enterococcus spp. fazem parte da microbiota intestinal de animais e seres
humanos, bem como do ambiente. As duas espécies mais importantes, En-
terococcus faecium e Enterococcus faecalis, sao frequentemente associadas
a diferentes infeccdes em animais e seres humanos imunocomprometidos,
tais como endocardites, bacteremia, sepse, infec¢des do trato urinario, infec-
¢ao de sitio cirdrgico e, mais raramente, meningites. Outras espécies como
Enterococcus gallinarum, Enterococcus avium, Enterococcus casseliflavus e En-
terococcus durans sao clinicamente de menor importancia'.

Em Enterococcus spp. o principal mecanismo de resisténcia aos -lactamicos
estd relacionado a mutagdes nos genes que codificam PBPs, especificamen-
te do tipo PBP5, que tém baixa afinidade pelos antimicrobianos desta classe
(Tabela 4). Como consequéncia dessas mutagoes, todos os Enterococcus spp.
apresentam resisténcia de alto nivel as penicilinas semissintéticas e a maioria
das cefalosporinas'*'. Adicionalmente, alguns isolados de Enterococcus spp.
também podem produzir uma 3-lactamase idéntica a B-lactamase estafilo-
cocica, porém, devido ao baixo nivel de producao, ela nao pode ser detecta-
da por testes de sensibilidade de rotina, como métodos de diluicao ou difu-
sao. Para sua deteccao, em casos de suspeita, é possivel utilizar: i) discos de
nitrocefina; ou ii) discos de ampicilina e ampicilina-sulbactam, onde o teste
é interpretado como positivo quando ha um aumento de =4 mm no halo de
inibicao de ampicilina-sulbactam?”'°,

No caso de macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (MLS), dentre os
mecanismos de resisténcia mais prevalentes estdao a expressao de metilases
mediadas por genes erm, e expressao de bombas de efluxo mediadas pelo
gene Isa. Para fluoroquinolonas, mutagdes pontuais nos genes parC e gyrA
resultam em alteragbes no sitio alvo de topoisomerases. Por outro lado, a
expressao de bombas de efluxo, mediadas pelo gene norA, também pode
contribuir para a resisténcia a este tipo de antibacterianos'.

Para oxazolidinonas (linezolida), a aquisicdo do gene cfr e mutagdes no do-
minio V da subunidade 23S do ribossomo sao apontados como principais
mecanismos de resisténcia''. No caso dos lipopeptideos (daptomicina), os
principais mecanismos de resisténcia sao associados a mutacdes nos genes
liaF, gdpD e cls, que estdo relacionadas ao reparo do dano causado pelo lipo-
peptideo na célula bacteriana'. Novos genes de resisténcia, mediados por
plasmideo, o optrA e poxtA, foram identificados em isolados de E. faecalis e
E. faecium resistentes a linezolida e a tedizolida. Eles codificam um transpor-
tador ABC que confere resisténcia a oxazolidinonas e fenicéis. Além disso,
poxtA caracteriza sensibilidade diminuida as tetraciclinas'®'’.
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Tabela 4.
Spp-12—19

Fendtipos e mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em Enterococcus

Antimicrobianos Mecanismo de Resisténcia Incidéncia

B-lactamicos
PEN AMP AMC IMP

S S S S Sensivel

Alteragéo ou superprodugéo de PBP5

R R S S
Macrolideos-Lincosamidas-Estreptograminas (MLSs)
ERI Azl SPI CLD STG, STG
S S S S(R) S S

R R R R S

R R R R R R

B-lactamase

B
Sensivel

Metilase RNAr 23S (ermB): MLS,

Metilase RNAr 23S (ermB): MLS,
+ inativagdo enzimatica (vatD e vatE)

IIR IIR S S S S
Aminoglicosideos
STR GEN TOB AMI

Bomba de efluxo (mef)

CAN  NET
Sensivel

Inativagdo enzimatica [ANT(6), ANT(3")] ou mutagao

ribossomal
S S S SR R S Inativagao enzimatica [APH(3’)-I1]
R S S SR R S Inativagdo enzimatica [ANT(6’) + APH(3")-Ill]
S R R SR R R Inativagdo enzimatica [AAC(6’), APH(2")]
S S R S R R Inativagéo enzimatica [AAC(6’)-li e variantes]

le]
Inativagdo enzimatica [APH(2")-Ic]
Glicopeptideos

VAN  TEI

S S Sensivel
R R vanA

IIR S vanB?
IIR S vanD, vanE, vanG, vanL
R S vanM
SR S vanC-1¢
SR S vanC-2¢
SIR S vanC-3¢
Lipopeptideos

DAP

Inativagao enzimética [APH(2")-Ib, APH(2")-1d, APH(2")-

Alta (E. faecalis)
Moderada (E. faecium)

Muito baixa (E. faecalis)
Alta (E. faecium)

Muito baixa

Moderada/baixa
Alta

Baixa (E. faecium)®

Muito baixa

Alta
Alta

Moderada
Moderada
Alta/moderada

Intrinseca em E. faecium,
E. durans, E. hirae®

Muito baixa

Muito baixa

Alta

Moderada (todas as
espécies)

Baixa (E. faecalis, E.
faecium, E. durans, E.
gallinarum)

Muito baixa (E. faecalis,
E. faecium)

Muito baixa (E. faecium)

Intrinseco em E.
gallinarum

Intrinseco E. casselifavus

Intrinseco E. flavescens
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Antimicrobianos Mecanismo de Resisténcia Incidéncia

S Sensivel Alta
Alterac&o de carga e repulsdo de DAP [mutagdes Muito baixa
em yvcRS, oatA, liaFSR elou gene cls (cardiolipina
sintetase)]

Oxazolidinonas

LNZ

S Sensivel Alta

R Metiltransferase (cfr) e/ou mutagdes no RNAr 23S Muito baixa

R Proteina da familia ARE ABC-F (poxtA e optrA) Muito baixa

AMC, amoxicilina/acido clavulanico; AMI, amikacina; AMP, ampicilina; AZI, azitromicina; CLD, clindamicina; DAP, daptomicina; ERI, eritromicina; GEN, gen-
tamicina; IMP: imipenem; CAN, canamicina; LNZ, linezolida; NET, netilmicina; PEN, penicilina; SPI, espiramicina; STGA, estreptogramina grupo A; STGB,
estreptogramina grupo B; STR, estreptomicina; TE, teicoplanina; TOB, tobramicina; VAN, vancomicina.

2A confirmagao deste fenotipo requer a detecgao de B-lactamase utilizando nitrocefina.

°E. faecalis é intrinsecamente resistente as estreptograminas (quinupristina/dalfopristina).

Variantes do gene aac(6')-li tem sido identificados em E. faecium, E. hirae e E. durans.

Cepas com fendtipo VanB séo sensiveis a teicoplanina, mas o uso de teicoplanina para tratamento de infecgdes associadas ndo é recomendado.

¢Para cepas com Concentragéo Inibitdria Minima (CIM) baixas para vancomicina, a detecgdo do gene vanC é recomendavel, assim como o teste de moti-
lidade (positiva para as espécies E. gallinarum, E. casseliflavus e E. flavescens).

O fendtipo de resisténcia de maior importancia clinica entre os Enterococ-
cus spp. é a resisténcia aos glicopeptideos, especialmente a vancomicina
(“Wancomycin-Resistant Enterococci” — VRE). Essa resisténcia, conforme des-
crito para VRSA, estad associada a alteracao na biossintese dos precursores
de peptideoglicano, mediada pelos genes van, especialmente vanA e vanB,
conforme detalhado no Quadro 2. Esse quadro apresenta os fenétipos mais
comuns de resisténcia a vancomicina, VanA, VanB, VanC, VanD e VanE, e suas
caracteristicas genéticas. Além desses, existem outros fenétipos menos co-
muns, associados aos genes vanG, vanH, vanlL, vanM, vanN. Dependendo do
gene associado, havera a substituicao de D-Ala-D-Ala por D-Ala-D-Lac ou
D-Ala-D-Ser na formacao do peptidoglicano'®'®. Os dipeptideos terminados
em lactato ou serina tém baixa afinidade pela vancomicina, impedindo sua
ligacao ao sitio-alvo, levando a resisténcia.

Quadro 2. Fendtipos e gendétipos de resisténcia aos glicopeptideos mais comuns em
Enterococcus spp.'*'*18

- : Fenétipo (ug/mL)
Espécie envolvida — - - Genétipo Expressao

E. faecalis 64 16 vanA Induzivel (plasmidial)
E. faecium

E. faecalis 4 0,5-1 vanB Induzivel (plasmidial)
E. faecium

E. gallinarum 2-32 05-1 vanC1 Constitutiva

E. casseliflavus 4-16 0,5-1 vanC2 Constitutiva

E. gallinarum 4-16 05-1 vanC3 Constitutiva

E. faecalis 64 —128 4-8 vanD Nao determinado

E. faecium 16 05-1 vankE Nao determinado
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Streptococcus spp.

Dentre todas as espécies do género Streptococcus, as de maior importancia
clinica sao Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes e Streptococcus
agalactiae. Enquanto os estreptococos [3-hemoliticos, S. pyogenes e S. aga-
lactiae apresentam virtualmente 100% de sensibilidade aos B-lactamicos, a
resisténcia (plena ou intermediaria) as penilicinas em Streptococcus pneumo-
niae ocorre em frequéncia varidvel e representa um desafio no tratamento
das infeccdes por esse patdgeno. O principal mecanismo de resisténcia aos
B-lactamicos estd relacionado a mutagdes nos genes codificadores de PBPs,
associados com a expressao do gene murM (Tabela 5). O nivel de resisténcia
pode variar de acordo com o tipo de mutacdao presente em cada isolado;
entretanto, um Unico isolado pode apresentar diferentes mutagdes nos ge-
nes codificadores das PBPs, gerando genes mosaico, resultando em uma di-
minuicao das op¢oes terapéuticas. No género, ainda nao existem relatos de
resisténcia as cefalosporinas de quinta geracao (ceftobiprol e ceftarolina)®.

No caso dos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B (MLS)), os prin-
cipais mecanismos de resisténcia estao relacionados com a expressao de
metilases mediadas por genes erm; e expressao de bombas de efluxo codifi-
cadas por genes mef (Tabela 5).

Para fluoroquinolonas, mutacdes pontuais nos genes codificadores de to-
poisomerase, principalmente em parC e gyrA, sao comuns. Ja para glicopep-
tideos, o principal mecanismo de resisténcia esta relacionado a uma muta-
¢ao que leva a perda da funcao do gene vncS, um gene codificador de histi-
dina-quinase®.

41




Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

Tabela 5. Fendtipos e mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em Streptococcus
pneumoniae®

Antimicrobianos Mecanismo de Resisténcia Incidéncia

B-lactamicos Concentragao Inibitéria Minima — CIM (ug/mL) e disco-difuséo

PEN CTX  OXA (disco 1 pg, mm)

<0,06 S <05 S >20 Sensivel Alta

0,121 I <05 S <19 Alteragbes PBP 1a, 2x, 2b e MurM Moderada/Alta
>2 R <0,5 S <19 Baixa

22 R 1/>2 IIR <19 Baixa
0,12-0,5 | >4 R <19 Alteragtes PBP 1a, 2x (Thr550Ala), 2b e MurM Muito baixa
Macrolideos-Lincosamidas-Estreptograminas

ERI AZ| SPI CLD  STR;

S S S S S Sensivel Alta

R R R R R Metilase rRNA 23S (ermB): cMLS, Moderada
R R SIR SIR RIS Metilase rRNA 23S (ermB): iMLS ;a Baixa

R R SR SR RIS  Metilase rRNA 23S (ermA): iMLS, cMLS, Muito baixa
IIR IIR S S S Bombas de efluxo (mefE) Baixa

AZl, azitromicina; CLD: clindamicina; CTX, cefotaxima; ERI, eritromicina; OXA, oxacilina; PEN, penicilina; SPI, espiramicina; STGA, estreptogramina grupo
A; STGB, estreptogramina grupo B.
*Em cepas com fendtipo MLS, induzivel (iMLS,) a eritromicina induz resisténcia a todos os antimicrobianos do grupo MLS,.

3.3.4 Enterobacterales

A ordem Enterobacterales engloba bacilos Gram-negativos pertencentes as
familias Enterobacteriaceae, Morganellaceae, Yersiniaceae, dentre outras. Essa
ordem é um grupo heterogéneo de bacilos Gram-negativos que tém grande
relevancia clinica, estando associados a uma diversidade de infeccoes rela-
cionadas aos cuidados com a saude ou comunitdrias. Tais bactérias podem
apresentar fenétipos de multirresisténcia aos antimicrobianos, associados a
diversos mecanismos de resisténcia?'.

O principal mecanismo de resisténcia aos 3-lactamicos e aminoglicosideos
entre Enterobacterales é a producdo de enzimas especificas que tém a capa-
cidade de alterar a estrutura do antimicrobiano, resultando em sua inativa-
¢ao. Para B-lactamicos, a alteracao quimica é resultante de um processo de
hidrélise do anel B-lactamico mediado por [3-lactamases, secretadas no es-
paco periplasmico. Para aminoglicosideos, a modificacao quimica é mediada
por transferases que catalisam a O-acetilacdo, N-acetilacdo, O-fosforilacéo,
O-nucleotidilacao ou O-glicosilacao de residuos que compdem a estrutura
do antimicrobiano®.

Por outro lado, a resisténcia as fluoroquinolonas e polimixinas esta relaciona-
da principalmente a mutac¢des pontuais no cromossomo, sendo frequente-
mente decorrentes da pressao seletiva devido a administracao incorreta do
antimicrobiano. Adicionalmente, a aquisicao de genes carreados por plas-
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mideos tem conferido a capacidade de produzir enzimas modificadoras do
alvo (ribossomo), ou proteinas alostéricas que protegem o sitio de ligacao
das topoisomerases®.

= B-lactamicos e B-lactamases

Os B-lactamicos constituem um dos grupos de antimicrobianos mais utiliza-
dos na clinica, sendo composto por 4 subclasses: i) penicilinas; ii) cefalospo-
rinas; iii) monobactamicos; e iv) carbapenémicos. Essa classe de antimicro-
bianos possui acao bactericida, ja que inibem a sintese do peptideoglicano,
causando instabilidade de membrana e consequente morte celular®.

Em bactérias Gram-negativas, o principal mecanismo de resisténcia aos
B-lactamicos é a producao de B-lactamases classificadas de acordo com as
caracteristicas moleculares, sendo subdivididas em: i) classificagao simples,
ii) classificacdo baseada na similaridade na sequéncia de aminodacidos, iii)
classe molecular, que é composta por quatro grupos (A, B, C e D), apresen-
tando diferentes niveis evolutivos; iv) estrutura molecular; v) sequéncia de
nucleotideos; e vi) de acordo com as caracteristicas funcionais baseadas no
perfil de substrato, susceptibilidade a inibidores, caracteristicas fisicas como
ponto isoelétrico, e peso molecular (Figura 1)%.
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B-lactamases

Caracteristica

do sitio ativo Serino Metalo (Zn?)
Classe | |
molecular A c D B
Grupo 2 1 2d 3
funcional | | |
Principal | | |
subgrupo 2a 2b 2be 2br 2c 2f 1 1e 2d 2de 2df 3a 3b
funcional
Substratos P P, Cf P, Cf, P P P, Cf cf Ccf,Cfe P P, Cfe P, Cb P, Cf, Cb
conhecidos Cfe, M Cb, Cfe M Cfe, Cb
M
Perfilde AVI,APB  + + + + + +/+ + + + + + - -
inibicdo CLA + + + +/- +/- - A +/- - - -
EDTA - - - - - - - - - . +
Exemplo de enzimas PC1 TEM-1 ESBLs SHV-10 CARB-1 KPC AmpC GC1 OXA-1 OXA-11 OXA-23 IMP CphA
ou familia de enzimas SHV-1 CTX-M, BKC CMY OXA-10 OXA-15 OXA-48 VIM
TEM, SHV) SME OXA-51  SPM
GES=5 OXA-143 NDM
P P, Cf P, Cf, P P p,cf Cf cf,cfe P P,Cfe P,Cb P, Cf, Cb
Cfe, M Cb, Cfe M Cfe, Cb
M

CLA, acido clavulanico; AVI, avibactam; APB, acido fenilbornico; EDTA, &cido etilenodiamino tetra-acético. Antimicrobianos: Cb, carbapenémico; Cf, cefa-
losporina; Cfe, cefalosporina de espectro estendido; M, monobactémico; P, penicilina. Adaptado de Bush, 2013%.

Figura 1.  Classificagcdao molecular e funcional de B-lactamases.

Producdo de 3-lactamases de espectro limitado ou reduzido

A producao de B-lactamases da classe A, denominadas B-lactamases clas-
sicas (ex.: TEM-1, TEM-2 e SHV-1), confere resisténcia a aminopenicilinas e
carboxipenicilinas (carbenicilina e ticarcilina), e sensibilidade diminuida ou
intermediaria as ureidopenicilinas (piperacilina). As cepas que apresentam
apenas esse mecanismo de resisténcia mantém sua sensibilidade as cefalos-
porinas, monobactamico e carbapenémicos, porém, a hiperproducao des-
sas enzimas confere resisténcia a cefalosporinas de primeira e segunda gera-
¢oOes, exceto cefamicinas como a cefoxitina. Além disso, uma diminuicdo da
sensibilidade a associacao de amoxicilina-acido clavulanico também pode
ser observada®.
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Producdo de B-lactamase de espectro estendido (ESBL)

As primeiras enzimas do tipo ESBLs descritas foram variantes das -lacta-
mases classicas mencionadas anteriormente. No entanto, outras familias de
ESBL surgiram, como CTX-M, cuja origem é relacionada a genes presentes
no cromossomo de espécies como Kluyvera ascorbata, Kluyvera cryocrescens,
ou Kluyvera georgiana®. Curiosamente, essa nova familia de ESBLs tem sido
rapidamente disseminada em diferentes espécies, por todo o mundo, sendo
identificadas em isolados provenientes de animais silvestres, de companhia
e de producdo, de ambientes aquaticos, de alimentos e de humanos?*2>.

ESBLs sao capazes de inativar todas as cefalosporinas, com excec¢ao das cefa-
micinas; sendo assim, isolados que apresentam apenas esse mecanismo de
resisténcia mantém a sensibilidade a: i) associacao de 3-lactamicos com ini-
bidores de B-lactamases, como por exemplo, amoxicilina-acido clavulanico;
ii) cefamicinas; e iii) carbapenémicos®%,

E importante frisar que a maioria das ESBLs s&o relativamente faceis de de-
tectar. Entretanto, a visualizacdo do fenétipo pode ser comprometida caso
haja presenca de outro mecanismo de resisténcia, como uma B-lactama-
se classica, que pode conferir resisténcia a 3-lactamicos com inibidores de
B-lactamases, ou a producao de carbapenemases. Hd também uma maior
dificuldade na deteccao de ESBLs em Enterobaterales que produzem uma
B-lactamase cromossémica induzivel, a AmpC (ex.: Citrobacter freundii, Ente-
robacter spp., Serratia spp., Providencia spp., Hafnia alvei, e Morganella mor-
ganii)**,

Producao de carbapenemases

As carbapenemases sao [3-lactamases com maior capacidade hidrolitica,
sendo capazes de inativar praticamente todos os B-lactamicos disponiveis
no mercado, com algumas excec¢bes que incluem a enzima SME (Serratia
marcescens enzima) e oxa-carbapenemases de Acinetobacter spp. A incidén-
cia dessas enzimas em Enterobacterales é muito alta, sendo mundialmente
disseminadas®>?°.

Atualmente, o grupo de carbapenemases é composto por trés diferentes
classes enzimaticas: i) classe A, que sao classificadas como serino-p-lactama-
ses, como por exemplo, a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), que é
capaz de inativar os carbapenémicos ertapenem e imipenem, apresentando
menor atividade hidrolitica contra meropenem; ii) classe B, classificadas tam-
bém como metalo-B-lactamases (MBL), por exemplo New Delhi metalo-{3-
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-lactamase (NDM), Verona imipenemase (VIM) e imipenemase (IMP), que sao
capazes de hidrolisar todos os carbapenémicos, mas ndo possuem atividade
contra monobactamico (aztreonam); e iii) classe D, que também faz parte do
grupo de serino-B-lactamases, como por exemplo as oxacilinases OXA-23,
OXA-48, OXA-143, que possuem perfil de hidrdlise similar as carbapenema-
ses de classe A (Figura 1). Recentemente, BKC-1 (Brazilian Klebsiella carbape-
nemase-1), uma nova carbapenemase da classe A de Ambler, foi isolada de
amostras clinicas de K. pneumoniae, no Brasil*’-°,

NaTabela 6, sdo apresentados os principais fenétipos de resisténcia aos 3-lac-
tamicos em Enterobacterales. Embora E. coli e Shigella spp. sejam portadoras
de uma B-lactamase cromossOmica da classe C de Ambler, que naturalmente
nao sao expressas, ambas espécies, assim como Salmonella enterica e P. mira-
bilis, apresentam sensibilidade a quase todos os -lactamicos.

Klebsiella spp. (exceto Klebsiella aerogenes), Citrobacter koseri e Citrobacter
amalonaticus, entre outras espécies, apresentam: i) baixa resisténcia as ami-
nopenicilinas (ampicilina, amoxicilina) e as carboxipenicilinas (carbenicilina
e ticarcilina); ii) sensibilidade diminuida ou intermediaria a ureidopenicili-
nas (piperacilina); e iii) sensibilidade as cefalosporinas, aos monobactami-
co (aztreonam), aos carbapenémicos, e as associacao de B-lactamicos com
inibidores de B-lactamase (ex., amoxicilina-acido clavulanico). O fenétipo de
resisténcia intrinseca desse grupo é relacionado a producao de uma p-lacta-
mase cromossdmica de espectro restrito, pertencente a classe A de Ambler.
No caso de K. pneumoniae, esta enzima tem sido identificada principalmen-
te como SHV-1. Isolados de K. oxytoca possuem genes cromossOmicos que
codificam enzimas cromossdmicas do grupo OXY. Quando ocorre a hiper-
producao dessas enzimas, o perfil de sensibilidade similar ao de uma ESBL é
observado®*?',

Enterobacter spp., K. aerogenes, Proteus vulgaris, Proteus penneri, Citrobacter
freundii, Providencia spp., Hafnia alvei, Serratia spp. e Morganella morganii,
apresentam uma cefalosporinase cromossémica induzivel que, de forma
geral, confere resisténcia a classe de aminopenicilinas e cefalosporinas de
primeira geragao (C1G). Entretanto, esse grupo de enterobactérias permane-
ce sensivel a ureidopenicilinas, carboxipenicilinas, cefalosporinas de terceira
geracao (C3G) e quarta geracao (C4G), monobactamico, e carbapenémicos
(Tabela 6).

P. penneri e P. vulgaris possuem [3-lactamases cromossémicas da classe A,
as quais conferem resisténcia a cefuroxima. Entretanto, ambas as espécies
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apresentam sensibilidade a cefoxitina e as associacdes de 3-lactamicos com
inibidores de B-lactamase’.

Yersinia enterocolitica produz duas enzimas diferentes pertencentes as clas-
ses A e Cde Ambler. Portanto, a maioria das cepas dessa espécie apresentam
um fenétipo induzivel de produgao de penicilinase e cefalosporinase, sendo
resistentes a carboxipenicilinas, aminopenicilinas, amoxicilina-acido clavula-
nico, e cefalosporinas de primeira e segunda geragoes’.

Em todas essas espécies, a existéncia de outros mecanismos, como a dimi-
nuicao de permeabilidade da membrana externa, também pode conferir re-
sisténcia aos B-lactamicos*.

Tabela 6. Principais padroes de resisténcia aos -lactamicos em funcao da 3-lactamase
produzida por Enterobacterales®-*'

Fenétino Perfil de resisténcia aos B-lactamicos Incidéncia® Observacses
P [ampTamMC] Tic | PIp | c16 | FOX ] cxm] 3G | c4G [ CBP| g

E. coli, Shigella, P. mirabilis, Salmonella

Intrinseco S S S S S S S S S S Moderada Producéo basal de AmpC em
E. coli e Shigella. Salmonella
e Shigella séo consideradas
clinicamente resistentes a C1G

e C2G.

Intrinseco’! R R R R R R R MR S S Baixa Hiperprodugdo de AmpC em E.
coli e Shigella.

B-lactamasede R S R r Sr S S S S S Alta TEM-1, TEM-2 e SHV-1.

espectro restrito

B-lactamasede R r R R R S S S S S Alta A produgéo de SHV-1 pode

espectro restrito" chegar a afetar ligeiramente a
agéo da ceftazidima.

ESBL R S R R R S R SR SR § Alta CTX-M-15, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-27

pAmpC R R R R R R R MRS S Alta CMY-2

adquirida

Carbapenemase R R R R R R R r R R Alta KPC-2, NDM-1, IMP-1, VIM-2.
Cepas produtoras de MBL
apresentam sensibilidade ao
aztreonam.

K. pneumoniae, K. quasipneumoniae, K. variicola, K. oxytoca

Intrinseco R S R r Sk S S S S S Alta SHV-1, LEN ou OKP em K.
pneumoniae, K. variicola
ou K. quasipneumoniae,
respectivamente. Enzimas OXY
em K. oxytoca.

OXYH R SR R R R S r Sk S S Baixa OXY-1 e OXY-2 em K. oxytoca.
Quando houver resisténcia
ao aztreonam, o isolado sera
considerado resistente a C3G.
Adicionalmente, € observada
sinergia com o &cido clavulanico
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B-lactamasede R r
espectro restrito"!

ESBL R Sr R R R S
pAmpC R R R R R R
adquirida

Carbapenemase R R R R R R

Enterobacter, C. freundii

Intrinseco R R S S R R
Intrinseco’ R R R R R R
ESBL R R R R R R

Carbapenemase R R R R R R

S. marcescens, M. morganii, Providencia spp.
Intrinseco R R S S R S

B-lactamasede R R R R R S
espectro restrito"!

ESBL R R 1R
Carbapenemase R R R R R R

o)
Py
o)

P. vulgaris, P. penneri
Intrinseco R S R S R S

Penicilinase R S R R R S

o)

o)

R

R

Fenétino Perfil de resisténcia aos B-lactamicos
PO [AWPTAMC] TIC | PIP [ C16 ] FOX] CXM] C36 [ C4G]
R R R S S S S

S
SR SR S
MR S S
R R R
S S S
MRS S
MR SR S
r r R
S S S
S S S
MR SR S
r r r
S S S
S S S

Incidéncia? Observagoes

Baixa A hiperprodugédo de SHV-1 pode
interferir ligeiramente na ag&o da
ceftazidima

CTX-M-15, CTX-M-2, CTX-M-59
CMY-2

Alta
Moderada
Alta KPC-2, NDM-1, IMP-1, VIM-2,
BKC-1. Cepas produtoras de
MBL apresentam sensibilidade
ao aztreonam e s&o resistentes
a ceftazidima/avibactam.
Variantes KPC-3 (KPC-23, KPC-
31, KPC-36) podem conferir
resisténcia a ceftazidima/
avibactam.

Alta AmpC induzivel. Considerar
a possibilidade de selegéo de
cepas resistentes a CG3 e
monobactamico.

Perfil de resisténcia similar ao
de isolados com pAmpC
CTX-M-15, CTX-M-8

KPC-2, NDM-1, IMP-1, VIM-2.
Cepas produtoras de MBL
apresentam sensibilidade ao
aztreonam.

Alta

Alta
Alta

Alta AmpC induzivel. Considerar
a possibilidade de selegéo

de cepas resistentes a G3 e
monobactamico.

As enzimas mais frequentes
sdo TEM-1, TEM-2 e SHV-1.
Considerar a possibilidade de
selecdo de cepas resistentes a
G3 e monobactamico.
CTX-M-15

NDM-1, KPC-2, IMP-1, VIM-2.
Cepas produtoras de MBL
apresentam sensibilidade ao
aztreonam.

Moderada

Moderada
Moderada

Alta Producéo da B-lactamase

cromossomica de classe A
As enzimas mais frequentes séo
TEM-1, TEM-2 e SHV-1

Alta

AMC: amoxicilina/acido clavulanico; AMP: ampicilina; ESBL: B-lactamase de espectro estendido; CBP: carbapenémicos; CXM: cefuroxima; C1G: cefalos-
porinas de primeira geragao; C3G: cefalosporinas de terceira geragdo e monobactamico; C4G: cefalosporinas de quarta geragdo; CFO: cefoxitina; PIP:

piperacilina; TIC: ticarcilina.

R: resistente; r: halos reduzidos ou CIM alta em relagao ao fendtipo selvagem, mas dentro da faixa de sensibilidade; S: sensivel.

HHiperprodugéo.

Raro: 0-1%; Baixo: 1 a 15%; Moderado: 15-60%; Alta: 60%. Essa incidéncia pode variar dependendo da populagéo estudada.
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= Aminoglicosideos

O principal mecanismo de acao dos aminoglicosideos é a inibicao da sintese
proteica, pela ligagao a subunidade 30S do ribossomo, levando a uma leitura
defeituosa do cédigo genético dos cddons do mRNA. Os principais amino-
glicosideos sao amicacina, arbecacina, gentamicina, tobramicina, canamici-
na, neomicina, netilmicina e estreptomicina®*,

A maioria das espécies da ordem Enterobacterales sao intrinsecamente sen-
siveis aos aminoglicosideos, exceto Providencia stuartii, espécie que carreia o
gene aac(2’)-la no cromossomo, o que resulta em um perfil de resisténcia a
gentamicina, netilmicina e tobramicina, mas nao a amicacina®.

O mecanismo de resisténcia adquirida mais importante, e comum, em En-
terobacterales de importancia clinica é a inativacao enzimatica decorrente
de alteracao estrutural do aminoglicosideo, mediada por enzimas modifica-
doras de aminoglicosideos (EMA). Estas enzimas modificam o aminoglicosi-
deo por: i) acetilacdo, onde as enzimas, denominadas de acetiltransferases
(AAC) acetilam um grupo amino do antimicrobiano; ii) adenilagcao, onde as
enzimas, denominadas de nucleotidiltransferases (ANT), adenilam um grupo
hidroxila; e iii) fosforilacao, onde as enzimas, denominadas de fosfotransfera-
ses (APH), fosforilam um grupo hidroxila. Interessantemente, cada uma das
enzimas citadas acima é capaz de reconhecer um certo niumero de amino-
glicosideos, resultando em um fenétipo de resisténcia especifico (Tabela 7),
o qual pode ser predito através da interpretacdo adequada do antibiogra-
ma33,34-

Outro mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos em Enterobacterales é
a producdo de enzimas do tipo metiltransferases (ArmA, RmtA, RmtB, RmtC,
RmtD, RmtE, RmtF, RmtH e NpmA), responsaveis pela metilacao da subuni-
dade 16S do rRNA3,

49




Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

Tabela 7. Fenétipos de resisténcia aos aminoglicosideos em Enterobacterales, associados
com a producao de enzimas modificadoras ou metiltransferases®*>*

m Interpretagdo do antibiograma
APH(3

Alta Resisténcia a estreptomicina. Para detecgédo da enzima, um disco de espectinomicina
pode ser adicionado ao antibiograma como discriminador entre APH(3”) e a ANT(3"),
uma vez que a enzima APH(3") ndo confere resisténcia a espectinomicina

Str/Spc ATN(3") Moderada

C,Nm APH(3)-I Moderada Alto nivel de resisténcia a canamicina e neomicina. A enzima do tipo | € mais
frequente que a enzima do tipo Il.

APH(3')-Il Baixa

G AAC(3)-I Baixa Observa-se pequena reducdo do halo de inibig&o de gentamicina.

C,GT ANT(2") Baixa Reduc&o do halo de inibi¢do de canamicina, gentamicina. No caso da tobramicina,
observa-se uma redugéo menor do halo de inibigédo quando comparado aos demais
aminoglicosideos.

C, T, G, Nt AAC(3)-Il Moderada Alto nivel de resisténcia a gentamicina e tobramicina. Observa-se redugao significativa

do halo de inibi¢do de netilmicina e moderada para canamicina.
AAC(3)-IV Baixa

C, T, A, Nt AAC(6’) Baixa Alto nivel de resisténcia a canamicina, tobramicina e netilmicina. Resisténcia
moderada para amicacina. E possivel diferenciar das demais enzimas, pois
néo confere resisténcia a gentamicina. Mecanismo de resisténcia apresentado
essencialmente por Serratia spp.

G, T,Nt, Nm  AAC(2) Baixa Resisténcia moderada a gentamicina, netilmicina, tobramicina e neomicina. Dificil
detecgdo. Resisténcia intrinseca em Providencia spp.

A: amicacina; G: gentamicina; C: canamicina; Nm: neomicina; Nt: netilmicina; Str: estreptomicina; Spc: espectinomicina; T tobramicina.
Raro: 0-1%; Baixo: 1 a 15%; Moderado: 15-60%; Alta: 60%. Essa incidéncia pode variar dependendo da populagéo estudada.

= Quinolonas e fluoroquinolonas

Quinolonas (acido nalidixico) e fluoroquinolonas (ciprofloxacina, norfloxa-
cina, ofloxacina, levofloxacina e moxifloxacina) agem inibindo as enzimas
topoisomerases, classificadas como topoisomerases Il (DNA girase) e topoi-
somerases IV, levando a morte celular. Com relagdo a isso, as topoisomerases
sao enzimas heterotetraméricas que participam nos processos de replicacao
e empacotamento de DNA, e sao constituidas por 2 subunidades denomi-
nadas A e B. Os genes gyrA e gyrB codificam as subunidades A e B da enzima
DNA girase, enquanto os genes parC e parE codificam as subunidades A e B
da topoisomerase IV*.

Os mecanismos de resisténcia a esses compostos estao associados a muta-

¢Oes dos alvos, protecao alostérica que impede a ligacao da quinolona/fluo-
roquinolona ao alvo, e/ou bombas de efluxo®.
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Resisténcia mediada por mutacao

Um dos principais mecanismos de resisténcia a essa classe de antimicrobia-
nos é o desenvolvimento de mutacdes nos genes codificadores das subuni-
dades das enzimas DNA girase e topoisomerase IV. Adicionalmente, bombas
de efluxo podem retirar o antimicrobiano do interior da bactéria, impedindo
que ele interaja com seu sitio-alvo. Em geral, a hiperexpressao de bombas
de efluxo resulta em fenétipos de baixo nivel de resisténcia; entretanto, esse
mecanismo poderia facilitar a instauracao de mutagdes nas topoisomerases,
aumentando o nivel de resisténcia e contribuindo para a selecao de isolados
resistentes, ao longo prazo. De fato, as mutagdes relacionadas a resisténcia a
esses compostos acontecem de forma cumulativa®.

Em Gram-negativos, a DNA girase parece ser o primeiro alvo de todas as
quinolonas/fluoroquinolonas. Em geral, alteragées no alvo acontecem es-
pecificamente em uma regidao da enzima, denominada QRDR (“Quinolone
Resistance-Determining Regions’, regiao determinante da resisténcia a qui-
nolonas). Alteragdes nas regides QRDR em ambas as subunidades da DNA gi-
rase e topoisomerase IV estdo relacionadas a um aumento da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM) para todas as quinolonas/fluoroquinolonas3>,

Na interpretacao do antibiograma, nos casos onde seja observada a resistén-
cia a qualquer fluoroquinolona, é importante considerar que o isolado po-
dera ter reducdo da sensibilidade a outras fluoroquinolonas, uma vez que os
mecanismos de resisténcia conferem um fenétipo de resisténcia cruzada®.

Resisténcia mediada por plasmideos

A resisténcia as quinolonas mediada por plasmideo (“Plasmid-Mediated
Quinolone Resistance” - PMQR) foi reportada em 1998. Desde entdo, genes
PMQR tém sido identificados em diversas espécies pertencentes a ordem
Enterobacterales, principalmente em Klebsiella spp., E. coli, Salmonella spp.,
Enterobacter spp. Trés mecanismos sao incluidos dentro do conceito PMQR:
i) Qnr; ii) AAC(6)-1b-cr; e iii) bombas de efluxo QepA e OgxAB*.

O primeiro gene PMQR foi identificado em um isolado de K. pneumoniae
no Alabama, nos Estados Unidos da América, e foi denominado gnrA; ele
foi associado com um baixo grau de resisténcia a ciprofloxacina. Genes da
familia gnr sdo normalmente encontrados em plasmideos que carreiam ou-
tros genes de resisténcia, como, por exemplo, genes codificadores de ESBLs,
carbapenemases e/ou pAmpC. Proteinas da familia Qnr (QnrA, QnrB, QnrsS,
QnrC, QnrD, QnrE, QnrVC) conferem resisténcia as quinolonas/fluoroquino-
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lonas mediante uma protecdo alostérica da DNA girase e topoisomerase
|V35—37‘

A variante “cr” do gene aac(6’)-1b codifica uma aminoglicosideo acetiltrans-
ferase que confere sensibilidade reduzida a ciprofloxacina, pela N-acetilagcao
do residuo amina do grupo piperazinil. Aac(6')-Ib-cr contém 2 modificagcdes
de aminoacidos (Trp102Arg e Asp179Tyr), os quais sao necessarios e sufi-
cientes para capacitar essa enzima a realizar a acetilacdao da ciprofloxacina®:.

Quando gnrA e aac(6’)-1b-cr estao presentes em um isolado, a CIM pode au-
mentar até 1 pg/mL. Adicionalmente, a presenca de aac(6)-Ib-cr aumenta a
frequéncia de selecao de mutantes QRDR expostas a ciprofloxacina®.

Um outro mecanismo PMQR esta relacionado com bombas de efluxo do tipo
OgxAB, que tem localizacao cromossémica em K. pneumoniae mas plasmi-
dial em E. coli, e QepA, codificadas pelos genes ogxAB e gepA, respectiva-
mente. Ambas tém sido relacionadas a diminuicao da sensibilidade as qui-
nolonas/fluoroquinolonas e selecao de mutantes com niveis de resisténcia
mais elevadas, resultando na falha terapéutica. Em cepas que ndao possuem
mutacao QRDR, a expressao isolada de genes PMQR pode resultar em uma
diminuicdo da sensibilidade as fluoroquinolonas, sem gerar resisténcia ao
acido nalidixico. Contudo, existe grande probabilidade de selecao de mu-
tantes com fenétipo de alto nivel de resisténcia, sendo sugerido que esses
isolados sejam considerados, pelo menos, com fenétipo de sensibilidade
intermediaria as quinolonas. A hiperexpressao de OgxAB confere também
resisténcia a outros antimicrobianos, tais como tigeciclina, nitrofurantoina e
cloranfenicol, além de desinfetantes®.

= Polimixinas

A resisténcia as polimixinas, colistina (polimixina E) e polimixina B tem au-
mentado drasticamente nos ultimos anos, principalmente em K. pneumoniae
produtora de KPC*3, Essa resisténcia envolve a adicao de 4-amino-deoxia-
rabinose (L-Ara4N) e/ou fosfoetanolamina (PEtN) ao lipideo A do lipopolissa-
carideo (LPS), resultando na diminuicao da atracdo eletrostatica entre as po-
limixinas e o LPS. No contexto genético, essa resisténcia surge por mutacoes
nos genes que codificam os sistemas de dois componentes PhoPQ e PmrAB.
Estes sistemas regulam a expressao de pmrC e do operon pmrHFIJKLM, res-
ponsaveis pelo processo bioquimico de adi¢ao dos residuos PEtN e Ara4N ao
lipideo A. Outras mutacdes associadas a resisténcia as polimixinas afetam os
genes mgrB e crrB, que regulam o sistema PhoPQ, e pmrC e o operon pmrH-
FIJKLM, respectivamente.
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No Brasil, os principais eventos genéticos associados com resisténcias as po-
limixinas em K. pneumoniae tém sido mutacdes em PmrB (R256G, T246A),
PhoQ (L26del, V27del, D9OE, T84K, L37P, H410Y), CrrB (C68S, ST95N, Q296L),
e inativacao insercional do gene mgrB pelos elementos ISKpn25,15903 e IS5%.

Em E. coli, o principal mecanismo de resisténcia as polimixinas é mediado
por genes mcr (“‘mobile colistin resistance”) carreados por plasmideos. Genes
mcr codificam a producao de fosfoetanolamina transferases, enzimas que
transferem um residuo de fosfoetanolamina a porcao do lipideo A do LPS,
o que diminui a afinidade deste alvo pelas polimixinas carregadas positiva-
mente, devido a repulsdo eletrostatica outorgada pela diminuicao da carga
negativa do lipideo A.

Existem 10 variantes descritas do gene mcr, das quais a mais prevalente é
a mcr-1. No Brasil, variantes mcr-1, mcr-3, mcr-5 e mcr-9 tém sido identifica-
das em medicina humana e veterinaria, em isolados de E. coli e Enterobacter
kobei (BioProject PRINA615090) coprodutores de ESBL*“¢, Por outro lado, o
gene mcr-1 tem sido encontrado em Salmonella spp. e Klebsiella pneumo-
niae, nesta ultima espécie em linhagens coprodutoras de KPC-2, caracteri-
zando fendtipos pan-resistentes.

Bacilos Gram-negativos nao fermentadores da glicose

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Stenotrophomonas
maltophilia sdo protétipos de bactérias ndo fermentadoras da glicose mul-
tirresistentes. Em P. aeruginosa, a expressao de bombas de efluxo (MexAB-
-OprM), a producao de B-lactamase intrinseca, a permeabilidade reduzida
da membrana, as alteragdes nas topoisomerases e a versatilidade na aqui-
sicao de genes de resisténcia tém contribuido com esse fenétipo. De forma
similar, A. baumannii geralmente se caracteriza pela hiperproducao de ce-
falosporinase cromossémica (AmpC) ou da oxacilinase OXA-51, associadas
a presenca de ISAbal na regiao promotora dos genes, como também pela
aquisicao de vdrias -lactamases de espectro restrito e/ou espectro estendi-
do. Finalmente, a resisténcia intrinseca de S. maltophilia aos antimicrobianos
de amplo espectro como carbapenémicos (mediada pelas B-lactamases L1 e
L2) e aminoglicosideos (mediada por enzimas modificadoras de aminoglico-
sideos) configuram-se como um limitante para antibioticoterapia®-°.
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= Pseudomonas aeruginosa

Resisténcia intrinseca

A resisténcia intrinseca de P. aeruginosa se deve a multiplos fatores, como:
i) baixa permeabilidade da célula aos farmacos (delecdo da porina OprD); ii)
expressao constitutiva de varios sistemas de bombas de efluxo (principal-
mente MexAB-OprM e MexXY-OprM); e, iii) presenca de uma B-lactamase
cromossOmica induzivel, tipo AmpC. A participacdo conjunta desses fatores
promove a resisténcia intrinseca as penicilinas, as aminopenicilinas, aos ini-
bidores de 3-lactamases, as cefalosporinas de primeira e segunda geracao,
cefotaxima, ceftriaxona, cloranfenicol, nitrofurantoina, sulfonamidas, trime-
toprima, tetraciclina, tigeciclina, e acido nalidixico. Por outro lado, a perda ou
reducao da expressao da porina OprD também contribui para resisténcia aos
carbapenémicos*’#,

Resisténcia aos [3-lactamicos

Na auséncia de [3-lactamases adquiridas, P. aeruginosa apresenta sensibilida-
de a carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina), ureidopenicilinas (pipera-
cilina), ceftazidima, cefepime, cefoperazona, aztreonam e carbapenémicos
(imipenem, meropenem, doripenem).

O mecanismo de resisténcia adquirida aos antimicrobianos (3-lactamicos
mais importante nesta espécie é a producado de 3-lactamases classe A, C, D

(serino-B-lactamases) e B (metalo-B-lactamases)®.

B-lactamase AmpC

P. aeruginosa produz uma B-lactamase cromossémica induzivel de classe C
(AmpC), codificada pelo gene ampC, de forma similar que em algumas es-
pécies da ordem Enterobacterales. Em condi¢des normais, essa enzima com
atividade cefalosporinase é produzida em quantidades minimas (baixo nivel
de expressdo), e é responsavel pela resisténcia a aminopenicilinas e cefalos-
porinas de primeira geracao. Esta enzima nao é inibida pela acao do acido
clavulanico, sulbactam ou tazobactam. Sua producao é induzida na presenca
de B-lactamicos, como cefoxitina ou imipenem, embora esta hiperexpressao
possa ser reversivel quando o agente indutor é removido. A hiperexpressao
de AmpC pode acontecer quando ocorrem mutagdes cromossdmicas que
afetam as proteinas envolvidas no processo de inducao, o que determina
uma expressao constitutiva de alto nivel®'.
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Quando a producdao de AmpC aumenta significativamente, P. aeruginosa ex-
pressa resisténcia a todos os B-lactamicos, exceto carbapenémicos. Contra-
riamente do que acontece com Enterobacterales, a hiperproducao de AmpC
em P. aeruginosa também afeta o cefepima®'.

B -lactamases da classe A

Varias enzimas que compdem esse grupo ja foram descritas em P. aerugino-
sa, tais como: TEM-1, TEM-2, PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1), CARB-3, CARB-
4. As cepas produtoras de carbenicilinases (CARB) podem apresentar uma
sensibilidade variavel a cefepima e ao aztreonam, mas, na auséncia de ou-
tros mecanismos de resisténcia, exibem sensibilidade a ceftazidima e car-
bapenémicos (Tabela 8).

Em P. geruginosa, variantes ESBLs das enzimas TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB,
GES, e BEL, tém sido identificadas no cromossomo, plasmideos ou integrons
(Tabela 8). Dentre as ESBLs do tipo GES, a GES-1 é caracterizada por apresen-
tar atividade catalitica de baixo nivel e baixa afinidade para a maioria dos
substratos. Ao contrario da maioria das ESBLs da classe A, essa enzima tem
uma forte afinidade pela cefoxitina. Ja, GES-2 e GES-5 podem hidrolisar os
carbapenémicos, portanto essas variantes devem ser consideradas como
carbapenemase de classe A. Outras carbapenemase classe A identificada em
P. aeruginosa sao as enzimas KPC, principalmente KPC-2°2,

B -lactamases da classe D (oxacilinases)

As oxacilinases (OXA) sdao enzimas da classe D que pertencem ao grupo fun-
cional 2d. Elas representam um grande grupo de enzimas com um espectro
hidrolitico diverso que geralmente é codificado por genes integrados em
plasmideos ou integrons. Com excecao da OXA-18, essas enzimas sao difi-
ceis de detectar no laboratério em virtude da auséncia da inibicao por acido
clavulanico, sulbactam ou tazobactam. Oxacilinases podem ser divididas de
acordo com seu espectro de atividade e diversidade genética. As enzimas
classicas OXA (OXA-1, OXA-2, OXA-10) podem determinar a resisténcia as
carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, mas nao ceftazidima*:.

O subgrupo OXA-1 inclui OXA-31, que deriva de OXA-1 pela substituicao
de dois aminoacidos. Ambas as enzimas tém a capacidade de hidrolisar a
cefepima, mas nao a ceftazidima. As oxacilinases com maior importancia
clinica sdo aquelas que expressam um espectro de atividade hidrolitica es-
tendida (OXA-11, OXA-14, OXA-15, OXA-19, OXA-32) que inclui cefotaxima,
ceftazidima, cefepima, cefpiroma e aztreonam. A maioria dessas oxacilinases
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tém sido identificadas exclusivamente em P. aeruginosa, sendo variantes de
B-lactamases OXA de espectro restrito que sofreram uma mutac¢do pontual,
que confere maior atividade hidrolitica contra ceftazidima, e uma atividade
hidrolitica variavel contra cefepima e aztreonam (Tabela 8)*.

B -lactamases da classe B (Metalo-$-lactamases)

As carbapenemases dependentes de Zn?**, conhecidas como metalo-f3-lac-
tamases da classe B, conferem resisténcia a praticamente todos os antimi-
crobianos B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos (Tabela 8). Os mono-
bactamicos, como o aztreonam, nao sao afetados pela atividade hidrolitica
dessas enzimas. As metalo-B-lactamases ndo sao inibidas por acido clavu-
lanico ou tazobactam e, em vez disso, sao inibidas por quelantes catiénicos
divalentes, como o EDTA. Sete tipos de metalo-f-lactamases tém sido iden-
tificados em P. aeruginosa (AIM, DIM, GIM, IMP, NDM, SPM e VIM). Especifica-
mente no Brasil, SPM-1, VIM-2, e IMP-1 tém sido comuns em P. aeruginosa**.

Alteracdo da permeabilidade (porinaOprD)

A porina OprD, em P. aeruginosa, é a principal via de entrada de carbapené-
micos. Portanto, a perda dessa porina leva a uma diminuicao na sensibilida-
de a esses antimicrobianos. Em comparacao com o imipenem, a entrada na
célula do meropenem parece ser menos afetada, pois em cepas sem OprD, a
CIM do imipenem tem um valor entre 8-32 ug/mL e a do meropenem entre
2 -4 ug/mL (Tabela 9).

Sistemas de bombas de efluxo

A anadlise do genoma de P. aeruginosa revela que esse microrganismo possui
varios sistemas de bombas de efluxo integrados em 5 superfamilias, embora
predominem aqueles pertencentes a familia RND (“Resistance-nodulation-
-cell division”). Este sistema é formado por trés componentes basicos: i) uma
proteina localizada na membrana citoplasmatica, que atua como transpor-
tador; ii) um segundo componente representado por uma proteina de mem-
brana externa e, iii) uma terceira proteina localizada no espaco periplasmi-
co que une as outras duas proteinas. Os sistemas de bomba de efluxo mais
frequentes em P. aeruginosa sao MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e
MexXY-OprM. Essas bombas afetam em maior ou menor grau a atividade
nao apenas dos antimicrobianos B-lactamicos e carbapenémicos, mas tam-
bém de outros antimicrobianos como fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeci-
clina e cloranfenicol®,
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A hiperexpressao de MexAB-OprM determina uma diminuicao na atividade
de carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, cefotaxima, ceftazidima, cefepima
e aztreonam (Tabela 10). A hiperexpressao de MexCD-OprJ afeta antimicro-
bianos B-lactamicos, especialmente as cefalosporinas de quarta geracao (ce-
fepime, cefpiroma). Ja a superexpressao do operon mexEF-oprN se caracteri-
zada por conferir resisténcia as fluoroquinolonas e diminuir a sensibilidade
aos carbapenémicos, especialmente imipenem. Essa perda de sensibilida-
de esta associada a uma diminuicao da porina OprD. A superexpressao de
mexXY afeta varios antimicrobianos, principalmente cefepima®.

Tabela 8. Fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos em Pseudomonas
aeruginosa associados a producao de enzimas?*’“8%3

Mecanismo de resisténcia
| TC_| TIC | PIP | PPT | CAZ | CPM | ATM | IPM | MER (B-actamase)
S S S S

S S S S S -

R R r r r Sir r S S AmpC parcialmente desreprimida

R R R R r/R R S S AmpC totalmente desreprimida

R S R S S Sir Sir S S B-lactamase classe A (espectro restrito?)
R Sl R Sir R R R S S B-lactamase classe A (ESBL®)

R S R S R R R r/R GES-2, GES-5

r/R 1R r/R r/R S R S S} S} OXA (espectro restrito)

R R R R R r/R /R S S OXA (ESBL)

R R R R R R S IR IR Metalo-B-lactamase®

R R R R R R R R 1R KPC-2

ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CPM: cefepima, IPM: Imipenem; MER: meropenem; PIP: Piperacilina; PPT: Piperacilina + Tazobactam; TC: ticarcilina;
TIC: ticarcilina + clavulanato.

R: resistente; S: sensivel; r: sensibilidade diminuida.

“TEM 1, TEM-2, PSE-1, PSE-4, CARB-3, CARB-4.

®Variantes CTX-M, TEM, SHV, PER, VEB.

‘IMP-1, NDM-1, VIM-2 e SPM-1.

Tabela 9. Fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos em Pseudomonas
aeruginosa associados a perda de porinas*’4833

Fendtipos de resisténcia Mecanismo de resisténcia
| 7C | TIC | PIP [ PPT | CAZ | CPM [ ATM | IPM | MER | (impermeabilidade)
S S S S S S S

R r Perda de Porina OprD
R R rR 1R rR rR rR S r Sistema MexAB-OprM
rR r/R r/R r/R 1R R rR S S Sistema MexCD-OprJ
rR IR IR IR IR IR IR R r Sistema MexEF-OprN?

rR IR IR IR r/R® IR IR S S Sistema MexXY-OprM

ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; CPM: cefepima, IPM: Imipenem; MER: meropenem; PIP: Piperacilina; PPT: Piperacilina + Tazobactam; TC: ticarcilina;
TIC: ticarcilina + clavulanato.

R: resistente; S: sensivel; r: sensibilidade diminuida.

*MexEF-OprN é regulado pelo fator de transcrigdo MexT, que também regula negativamente a expresséo de OprD, de modo que a diminuigao na sensibi-
lidade a carbapenémicos é devida a superexpressao de MexT nesse fendtipo.

°A sensibilidade a ceftazidima, embora diminuida, &, geralmente, mantida
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Resisténcia aos aminoglicosideos

O mecanismo mais importante de resisténcia aos aminoglicosideos em P. ge-
ruginosa é a modificacao enzimatica do antimicrobiano, com a consequente
diminuicao da afinidade desse antimicrobiano pela subunidade 30S do ri-
bossomo (Tabela 10). As enzimas fosforiltransferases (APH), adeniltransfera-
ses ou nucleotidiltransferases (AAD ou ANT), e acetiltransferases (AAC) sao
codificadas por genes localizados em plasmideos.

A metilagao da subunidade 16S do RNA ribossdmico também pode ser me-
diada por enzimas codificadas por genes mobilizados por plasmideos. Esse
mecanismo de resisténcia confere alto nivel de resisténcia a amicacina, to-
bramicina, netilmicina e gentamicina (Tabela 10). No Brasil, as metilases 165
RNAr RmtD e RmtG tém sido frequentemente reportadas em P. aeruginosa.

Resisténcia as fluoroquinolonas

A resisténcia as fluoroquinolonas em P. aeruginosa ocorre principalmente
por alteracdes estruturais no alvo (DNA girase e topoisomerase 1V) ou pela
expressao de bombas de efluxo. Como para os B-lactamicos, a superexpres-
sdo dos sistemas de bombas de efluxo também pode contribuir para a resis-
téncia as fluoroquinolonas (Tabela 10).

Tabela 10. Fenétipos de resisténcia aos aminoglicosideos e as fluoroquinolonas em
Pseudomonas aeruginosa*’ >3

Antibacterianos M . d isténci
ecanismo de resisténcia
[GEN ] 708 | ReT | AW | GP |
S S S S

5 _
R S S S - AAC(3)-I
R R R S - AAC(3)-Il
Sir R R R - AAC(6)-I
R R R S - AAC(6)-Il
R S S - ANT(2))-I
R R R R - Metilagao ribossomica (RmtD, RmtG)

IR IR IR IR IR Sistema de bomba de efluxo MexXY-OprM

- - - - IR Sistemas de bombas de efluxo (MexAB-OprM, CD-OprJ, EF-OprN)
- - - - r Mutacdo em gyrA

- - - - R Mutagéo em gyrA e parC

AMI: amicacina; CIP: ciprofloxacina; GEN: gentamicina; NET: netilmicina; TOB: tobramicina.
R: resistente; r: sensibilidade diminuida; S: sensivel.
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Resisténcia as polimixinas

A resisténcia as polimixinas, embora pouco reportada em P. aeruginosa no
Brasil, pode ser causada por mutacdes nos sistemas de dois componentes
(PhoP/PhoQ ou PmrA/PmrB), reguladores da transcricao que controlam as
modificagdes do LPS. Muta¢des nos genes de outro sistema de dois compo-
nentes, ParRS/CprRS, também podem ter participacao no desenvolvimen-
to de resisténcia as polimixinas®’. Adicionalmente, a inativacao da proteina
MgrB (regulador de feedback negativo do sistema PhoP-PhoQ) pode contri-
buir para a resisténcia as polimixinas. Alteracdes no sistema de dois com-
ponentes podem produzir modificagées no LPS, que resultam na adicao de
residuos 4-amino-4-deoxy-L-arabinose na por¢ao do lipideo A%,

Acinetobacter baumannii

Resisténcia aos -lactamicos

A. baumannii é a espécie mais prevalente do género em amostras clinicas
humanas, sendo considerado um patdégeno oportunista, frequentemente
multirresistente, associado a infec¢des nosocomiais®®. A. baumannii é resis-
tente a maioria dos B-lactamicos, especialmente penicilinas e cefalospori-
nas. Assim, é atipico encontrar uma cepa com um fenétipo que possua uma
sensibilidade total aos 3-lactamicos.

A resisténcia a ampicilina, carboxipenicilinas e ureidopenicilinas tem sido as-
sociada a presenca de [3-lactamases plasmidiais de espectro restrito, como
variantes TEM-1, TEM-2 e SHV-1. No entanto, a superexpressao de uma cefa-
losporinase cromossémica do tipo AmpC, também chamada de ADC (cefa-
losporinase derivada de Acinetobacter), pode ser o mecanismo mais comum
de resisténcia aos -lactamicos, e gera um fenétipo de resisténcia a ampici-
lina, cefalotina, piperacilina, cefotaxima e ceftazidima (Tabela 11). Essa ce-
falosporinase cromossémica pode ser expressa em um baixo nivel e, nes-
ses casos, nao confere resisténcia a ceftazidima. A superexpressao do gene
bla,  esta associada a presenca de uma sequéncia de insercao (ISAbaT) inse-
rida na regidao promotora deste gene. A sequéncia de insercao mencionada
exibe um promotor que é utilizado pela RNA polimerase para expressar a
cefalosporinase. Assim, a hiperproducao de ADC confere resisténcia a ticarci-
lina, cefotaxima, ceftazidima, cefepima e aztreonam, sem afetar a cefoxitina
ou os carbapenémicos (Tabela 11). A superproducao de ADC é um fenétipo
comum em A. baumannii. De fato, a sequéncia de insercao ISAbal pode ser
encontrada em grande parte dos isolados clinicos, associada com a regiao

promotora do gene bla, , conferindo resisténcia a ceftazidima®.
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As estirpes resistentes as cefalosporinas de terceira geracao, que nao exibem
uma superproducao de ADC, podem possuir uma ESBL. Varios tipos de ES-
BLs foram descritos em A. baumannii, dentre os quais encontramos variantes
PER (PER-2), OXA (OXA-37), CTX-M (CTX-M-2, CTX-M-15), TEM (TEM-92), SHV
(SHV-5, SHV-12), e VEB-1.

A producao de carbapenemases, como KPC-2, tem sido cada vez mais re-
portada nesta espécie, porém, carbapenemases do tipo OXA tém sido mais
frequentes. OXA-51 ou suas variantes (OXA-64, OXA-65, OXA-67 OXA-69,
OXA-70, OXA-88, OXA-120, OXA-132 ou OXA-219) sdo intrinsecas em A. bau-
mannii. Em condi¢des normais, essa enzima tem uma atividade fraca contra
carbapenémicos. No entanto, a superexpressao do gene bla_,, ., também
estd associada com sequéncia de insercdo ISAbal que se insere na regiao
promotora do gene, aumentando a atividade hidrolitica contra carbapené-

micos®'2,

Além dessa oxacilinase cromossémica com atividade de carbapenemase,
A. baumannii pode adquirir outras 5 classes de oxacilinases com atividade
contra carbapenémicos: i) oxacilinases do grupo OXA-23 (que inclui OXA-23,
OXA-27 e OXA-49); ii) grupo OXA-24/40 (que inclui OXA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA-40, OXA-72, OXA-160 e OXA-182); iii) grupo OXA-58 (que inclui OXA-96
e OXA-97); iv) grupo OXA 235 (com subgrupo OXA-235); e v) OXA-143 (com
variantes OXA-231 e OXA-253). No Brasil, a producao de OXA-23, OXA-58,
OXA-72, OXA-143, OXA-231 e OXA-253 tem sido reportada®®*2,

Metalo-B-lactamases IMP-1, IMP-10 e NDM -1, conferindo um alto nivel de
resisténcia aos carbapenémicos (CIM> 32 ug/mL), além de conferir resistén-
cia a todos os [3-lactamicos exceto o aztreonam, tém sido reportadas em iso-
lados clinicos de A. baumannii e outras espécies do género no Brasil®>, A
expressao reduzida de proteinas de membrana externa confere resisténcia
ao imipenem. Especificamente, 3 proteinas com peso molecular de 33 a 36
kDa, 29 kDa (CarO), e 43 kDa (homoéloga a OprD de P. aeruginosa) tém sido
caracterizadas®.

Resisténcia aos aminoglicosideos

Diversas enzimas modificadoras de aminoglicosideos sao reportadas em A.
baumannii (Tabela 12). A presenca frequente de duas ou mais enzimas em
uma mesma cepa determina, em muitos casos, padroes de resisténcia difi-
ceis de inferir a partir do antibiograma. A resisténcia a todos os aminoglico-
sideos pode ser devido a combinacao de varias enzimas modificadoras ou
devido a hiperexpressao de um sistema de bomba de efluxo codificado pelo
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operon AdeABC. Tal hiperexpressao também afeta a sensibilidade a tigecicli-
na, sendo o principal responsavel pelo aumento da CIM de tigeciclina em A.
baumannii®.

Resisténcia as Fluoroquinolonas e Polimixinas

A resisténcia as fluoroquinolonas também esta associada a mutacdes nos
genes gyrA, gyrB, parC e parE. Adicionalmente, a hiperexpressao de uma ou
vdrias bombas de efluxo também pode desempenhar um papel fundamen-
tal na expressao de resisténcia as fluoroquinolonas. Também ja foi descrita a
resisténcia mediada pelo gene gnrS**¢,

Como para outras espécies Gram-negativas, a resisténcia a colistina e polimi-
xina B em A. baumannii esta associada a mutag¢des no sistema de dois com-
ponentes PmrA/PmrB, com consequente modificacdao do lipideo A. Além
disso, recentemente foi descrita a presenca do gene plasmidial mcr-4.3 em
isolados dessa espécie®’°,

Tabela 11. Fenétipos de resisténcia a antimicrobianos -lactamicos em Acinetobacter
baumannii*

Mecanismo de resisténcia
e [ 70 [ o [ oo onz [ oo [ placianase

R S S S S S S Baixo nivel de expressdo de AmpC

R R RIr R R RIr S Alto nivel de expressdo de AmpC

R R R/r R R S S ESBLs*

R R SIR SIR SR SR R/r Carbapenemase™*

R R R R R R R Carbapenemase + AmpC

AMP: ampicilina; CAZ: ceftazidima; CPM: Cefepime; CTX: cefotaxima; IPM: Imipenem; PIP: piperacilina; TC: ticarcilina.

R: resistente; r: sensibilidade diminuida; S: sensivel.

*Padréo gerado pela OXA-37.

**A CIM gerada pela presenca de oxacilinases (OXA-23, OXA-58, OXA-72, OXA-143, OXA-231 e OXA-253) com atividade de carbapenemase pode ser
baixa, mas se simultaneamente ocorre uma redugdo na quantidade de porinas associada a resisténcia aos carbapenémicos, podera haver um aumento
na CIM. Além disso, a associagdo dessas oxacilinases com hiperexpressao de enzimas ADC ou OXA-51 podem levar a resisténcia as cefalosporinas e
carbapenémicos. Carbapenemases do tipo NDM-1 e KPC-2 conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos.
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Tabela 12. Fenétipos de resisténcia aos aminoglicosideos e quinolonas/fluoroquinolonas
em Acinetobacter baumannii*

Aminoglicosideos

Principal mecanismo de resisténcia
| GEN | T0B | NET | AM | SP_
S S

S S
R R
R R
S S
R S
S S

I I T 7 7 S - I - R 7
U W O »® W » O »
T O »w W » » »
>
=
= = = B2d] O e

R R Enzimas + bomba de efluxo (AdeABC)
Quinolonas/fluoroquinolonas

NAL  CIP LvX

S S S -
R R S Mutagdo em gyrA + bombas de efluxo
R R R Mutagdes em gyrA e parC+ bombas de efluxo

Aminoglicosideos, AMI: amicacina; GM: gentamicina; NET: netilmicina; SP: espectinomicina; TOB: tobramicina. Quinolonas, CIP: ciprofloxacina; LVX:
levofloxacina; NAL: acido nalidixico.
R: resistente; S: sensivel.

= Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia é intrinsecamente resistente a varios antimicrobianos, incluin-
do carbapenémicos. Outro agravante é que esse patdégeno tem facilidade
para adquirir genes de resisténcia a outros antimicrobianos, como tetracicli-
na e aminoglicosideos, através de elementos genéticos moveis’.

Resisténcia aos [3-lactamicos

Para S. maltophilia, a impermeabilidade da membrana externa é um fator
que pode contribuir para a resisténcia intrinseca basal aos antimicrobianos
B-lactamicos. A baixa permeabilidade pode estar relacionada a reducao na
quantidade de porinas. No entanto, varios sistemas de bombas de efluxo
descritos parecem também contribuir com a resisténcia intrinseca. Por ou-
tro lado, a producao conjunta de duas B-lactamases codificadas por genes
cromossOmicos contribui para a resisténcia intrinseca a todos os B-lactami-
cos, incluindo carbapenémicos (Tabela 13). Com relagdo a isto, a -lactamase
cromossOmica L1 é dependente do Zn**, e possui notavel atividade contra o
imipenem e o meropenem, nao hidrolisando o aztreonam. Como o resto das
metalo-B-lactamases, esta enzima ndo é inibida pelo acido clavulanico, mas
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é inibida pelo EDTA. A segunda (3-lactamase cromossémica denominada L2
é do tipo serino-fB-lactamase, possuindo atividade de cefalosporinase, e adi-
cionalmente, hidrolisa o0 aztreonam. Esta enzima é sensivel aos inibidores de
B-lactamase. Tanto L1 como L2 sao induziveis®.

Resisténcia aos aminoglicosideos

Alguns isolados de S. maltophilia produzem enzimas que modificam os ami-
noglicosideos, como acetil ou nucleotidiltransferases, incluindo AAC(6')Iz,
que inativa a tobramicina e a amicacina. Essas enzimas sdao prevalentes em
S. maltophilia (Tabela 14). No entanto, o principal mecanismo de resisténcia
que explica a baixa atividade dos aminoglicosideos contra S. maltophilia é a
reducao da incorporacao deste antimicrobiano pela célula bacteriana. Esse
fendmeno pode ser devido a alteragbes nas proteinas da membrana externa,
ou nos lipopolissacarideos®.

Resisténcia as Quinolonas/Fluoroquinolonas

A resisténcia as quinolonas em S. maltophilia difere de outros patégenos
Gram-negativos nao fermentadores da glicose, uma vez que mutagdes em
genes gyrA e parC parecem ser pouco frequentes no desenvolvimento da
resisténcia as quinolonas/fluoroquinolonas. No genoma desta espécie exis-
te um gene semelhante ao gnr, comumente descrito em Enterobacterales,
o qual confere resisténcia as quinolonas pela protecdo das topoisomerases.
Esse gene denominado Smqgnr confere resisténcia intrinseca as quinolonas
(Tabela 14)72.

Entre os agentes antimicrobianos com maior atividade contra esse micror-
ganismo estd sulfametoxazol-trimetoprima (cotrimoxazol), considerado o
antimicrobiano de primeira escolha, assim como minociclina e doxiciclina.

Tabela 13. Fendtipos de resisténcia a -lactamicos e aminoglicosideos e quinolonas em
Stenotrophomonas maltophilia®

AP | TC | PP JCTX WP AW
R R R R R S B-lactamase L1

R S r R S R B-lactamase L2

R R R R R R B-lactamases L1 + .22

AMP: ampicilina; ATM: aztreonam; CTX: cefotaxima; IMP: Imipenem; PIP: piperacilina; TIC: ticarcilina + acido clavulanico; R: resistente; r: sensibilidade
diminuida; S: sensivel.
AMecanismo mais comum de resisténcia

63




64

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

Tabela 14. Resumo dos mecanismos de resisténcia em Stenotrophomonas maltophilia>°

| Meanemo peri de resisténci

B-lactamases L1 e L2 B-lactamicos

Sulfonamida hidrolase (Sul1, Sul2, Sul3) Sulfonamidas, trimetoprima/sufametoxazol

Expresséo de bombas de efluxo SmeDEF, SmeABC Ciprofloxacina/fluoroquinolonas, tetraciclina, meropenem, cloranfenicol
Expressao de bomba de efluxo SmelJK Tetraciclina, aminoglicosideos, ciprofloxacina

Expresséo de bomba de efluxo SmeOP Aminoglicosideo, macrolideos, doxiciclina, quinolonas

Expressao de bomba de efluxo SmeVWX Quinolonas

Expresséo de bombas de efluxo SmeYZ” Aminoglicosideos

Enzimas modificadoras de aminoglicosideos AAC(6')-Iz, Aminoglicosideos

ANT(3")(9)

Proteina Smqnr

Quinolonas e fluoroquinolonas

Mutagéo na regido QRDR na DNA girase e topoisomerase  Quinolonas e fluoroquinolonas

v

Fosfoglicomutase SpgM Ceftazidima, gentamicina, acido nalidixico, piperacilina-tazobactam,

3.3.6

polimixina B, colistina, ticarcilina-acido clavulanico

Neisseria spp.

Entre as varias espécies de Neisseria spp., apenas Neisseria gonorrhoeae e
Neisseria meningitidis sao patogénicas ao homem. N. meningitidis causa me-
ningites consideradas muito graves, mas permanece ainda bastante sensivel
as terapias antimicrobianas disponiveis. De fato, cobertura vacinal e aces-
so a possibilidade de diagndstico precoce sao os mais criticos aspectos no
controle de infecgbes por esse microrganismo. Em contraste, N. gonorrhoeae
causa uma infeccao com alta incidéncia, mas de gravidade baixa ou modera-
da, e apresenta alarmantes indices de resisténcia aos antimicrobianos. N. go-
norrhoeae é o agente causador da infeccao sexualmente transmissivel (IST)
gonorreia, sendo o ser humano seu Unico hospedeiro natural. Esta bactéria
é capaz de se aderir as células epiteliais presentes em mucosas, como a oral,
urogenital, retal e conjuntiva.

Por ser uma bactéria Gram-negativa, o envoltério celular de N. gonorrhoeae a
torna intrinsecamente resistente a lincosamidas e aos glicopeptideos. N. go-
norrhoeae é também resistente as polimixinas, gracas a acao de uma enzima
transferase codificada pelo gene IptA que adiciona residuos de fosfoetano-
laminas aos grupos fosfato de lipideo A, num mecanismo associado a resis-
téncia a defensinas humanas. Além disso, Neisseria spp. sao intrinsecamente
menos sensiveis a trimetoprima, uma vez que a enzima dihidrofolato redu-
tase que expressam apresenta baixa afinidade por este antimicrobiano”>-7¢.
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Na maioria dos paises a gonorreia é tratada sem que seja feita cultura para
isolamento do microrganismo ou teste de sensibilidade aos antimicrobia-
nos. Isso torna necessario o estabelecimento de protocolos de tratamento a
partir do diagndstico sindrémico, o qual é normalmente determinado com
base no perfil de susceptibilidade local, ou, na auséncia deste dado, seguin-
do recomendac¢bes da OMS”’. Até os dias de hoje, cinco antimicrobianos
foram extensivamente usados para o tratamento de gonorreia (penicilina,
tetraciclina, ciprofloxacina, cefalosporinas de terceira geragao, como cefixi-
ma e ceftriaxona, e azitromicina) e, para todos estes, N. gonorrhoeae desen-
volveu ou adquiriu mecanismos de resisténcia. Faz ainda parte da estratégia
terapéutica de muitos paises a espectinomicina, antimicrobiano para o qual
relatos de resisténcia sao menos frequentes’>~"",

Penicilina

A penicilina, descoberta por Alexander Fleming em 1928, pertence a classe
dos B-lactamicos. Esses antimicrobianos atuam inibindo a transpeptidacao,
reacao final da sintese de peptideoglicano, maior responsavel pela rigidez
da parede celular bacteriana. A penicilina foi usada para tratar gonorreia des-
de a década de 1940 até a década de 1980. Ao longo desse tempo, um cons-
tante e gradual aumento da CIM foi observado. Desde os primeiros registros
de diminuicao de sensibilidade até a resisténcia plena, a dose eficiente de
penicilina para o tratamento de gonorreia aumentou em 24 vezes (de 2,0
para 4,8 milhdes U) e a CIM variou de < 0,015 pg/ml para 2 ug/ml’,

Mecanismos associados a essa variacao de CIM estdo relacionados a muta-
¢des cromossdmicas em genes codificadores de transpeptidases como PBP1
(ponA), mas principalmente PBP2 (penA), e a genes codificadores de protei-
nas relacionadas a regulacao da concentragao periplasmatica do antimicro-
biano. Entre estas, pode-se citar a porina PorB (penB), a secretina de pilus
tipo IV pilQ (penC), e o regulador negativo da expressao da bomba de efluxo
MtrCDE, MtrR (mtrR). Este gene, quando truncado ou nao expresso, leva a
hiperexpressao da respectiva bomba. Muta¢des cumulativas nestes genes
podem elevar a CIM a até 4 ug/ml’37,

Contudo, a aquisicao de plasmideos carreando -lactamases aumenta dra-
maticamente a CMI para valores superiores a 16 ug/mL. Até hoje apenas ge-
nes codificadores das B-lactamases TEM-1, TEM-135 e TEM-220 foram iden-
tificados em N. gonorrhoeae. Tais genes tém sido detectados em plasmideos
geneticamente relacionados, que apresentam tamanhos e sitios de insercao/
delecao diferentes e sao nomeados conforme sua origem epidemioldgica.
Os plasmideos Asia (7.426 pb), Africa (5.588 pb), e Toronto/Rio (5.154 pb) sao
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os mais descritos associados a bla,,, em N. gonorrhoeae. No entanto, outros

como Nimes (6.798 pb), New Zealand (9.309 pb), Johannesburg (4.865 pb), e
Australian (3.269 pb) também ja foram identificados’®7°.

= Tetraciclina

A tetraciclina, antimicrobiano que se liga a por¢ao 50S do ribossoma, afetan-
do a sintese de proteinas, foi utilizada como alternativa a penicilina durante
cerca de 40 anos. A sensibilidade de N. gonorrhoeae a tetraciclina também
é reduzida pela superexpressao de MtrCDE ou mutacdes em PorB. Outra
mutacao que interfere na acao da tetraciclina é a substituicao Val57Met na
proteina ribossémica 10S (rpsJ), o que reduz a afinidade do antimicrobiano
pelo alvo. Combinados, esses mecanismos permitem que cepas gonocdcicas
atinjam resisténcia a tetraciclina com CIM de 2 -8 ug/mi®.

Durante a década de 1980, cepas de N. gonorrhoeae com CIM > 16 pug/mL
passaram a ser detectadas. O mecanismo associado a resisténcia a altas con-
centragOes de tetraciclina é a proteina TetM. TetM tem estrutura semelhante
ao fator de elongacao da traducao EF-G, mas com maior afinidade pelo ri-
bossoma. Assim, TetM compete pelo mesmo sitio que o EF-G e a tetraciclina,
blogqueando o acesso do antimicrobiano a seu alvo na subunidade 50S do
ribossoma bacteriano. Esse mecanismo é codificado por genes de ocorrén-
cia plasmidial (tetM). Dois plasmideos muito parecidos, conhecidos como
American e Dutch, ambos com peso molecular de 25,2 MDa, sao associados
a tetM em Neisseria gonorrhoeae.

= Ciprofloxacina

Ciprofloxacina, uma fluoroquinolona, interfere na sintese de DNA por se ligar
ao complexo topoisomerases-DNA durante eventos de abertura da dupla
fita para relaxamento de superenrolamento ou decatenacao, estabilizando
o complexo e afetando a viabilidade celular. A ciprofloxacina foi o farmaco
recomendado para tratamento de gonorreia na maior parte dos paises em
meados da década de 1980, tendo seu uso sido descontinuado gradualmen-
te, devido as altas taxas de resisténcia a este antimicrobiano.

A resisténcia a ciprofloxacina em gonococos é causada principalmente por
mutacdes nos genes gyrA e parC, codificadores da porcao que se liga tran-
sientemente ao DNA nas Topoisomerases Il e IV, respectivamente. Mutacdes
que alteram a identidade de aminoacidos na QRDR, mais frequentemente
nas posicées 91, 95 e/ou 120 em GyrA, 87 e 91 em ParC, impactam na acao
do antimicrobiano. Duas ou mais mutacdes nestas regides podem levar a
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resisténcia a ciprofloxacina. Quanto maior o nimero de mutacdes na QRDR,
incluindo algumas posicdes em gyrB e parE, maior é o impacto sobre a CIM
de ciprofloxacina’.

= Azitromicina

A azitromicina atua inibindo a sintese proteica, uma vez que se liga ao RNA
ribossdmico 23S (23S rRNA), o qual esta localizado na subunidade 50S do
ribossoma bacteriano, impedindo a translocacao do RNA transportador e,
consequentemente, a formacao da cadeia polipeptidica. Azitromicina foi uti-
lizada por poucos anos como monoterapia para tratar infeccdes sexualmen-
te transmissiveis bacterianas em alguns paises. Atualmente, esse antimicro-
biano é prescrito sempre combinado a ceftriaxona ou a outros antimicro-
bianos. Amostras resistentes a azitromicina sdo reportadas desde o final dos
anos 1990, mas a porcentagem de amostras resistentes tem crescido muito
nos ultimos 10 anos em todo o mundo?®'.

Os mecanismos de resisténcia a azitromicina presentes no gonococo estao
relacionados a modificagdes no sitio-alvo desse antimicrobiano no ribosso-
ma ou pela expressao aumentada de bombas de efluxo. A CIM de azitromi-
cina sobre gonococos pode aumentar para 0,5 ug/mL em decorréncia da
expressao aumentada da bomba de efluxo MtrCDE, por uma delecao no
promotor ou truncamento do gene que codifica o seu repressor mtrR. Outro
mecanismo adquirido que provoca pequena alteracao da CIM é a aquisicao
do gene mef, que esta localizado em plasmideos e codifica uma bomba de
efluxo.

A resisténcia a azitromicina também pode ser mediada por genes erm, ad-
quiridos por transposons conjugativos. Os genes erm codificam enzimas que
induzem a metilacao de uma adenina presente no 23S rRNA, bloqueando
a ligacao do macrolideo ao seu alvo ribossomal. Enzimas codificadas pelo
gene erm podem elevar a CIM para 1 — 4 pg/mL. Mutag¢des especificas no
gene rplD, que codifica a proteina ribossomal L4, também podem contribuir
para a resisténcia a azitromicina. Neste caso, uma vez que essa proteina é
localizada préxima ao dominio V da peptidil transferase, uma substituicdo
Gly70Asp induz alteracdo na conformacdao do mesmo, tornando-o menos
sensivel a acao do antimicrobiano.

No entanto, o mais impactante mecanismo de resisténcia a azitromicina em
gonococos sao as mutagdes C2599T e A2143G no proprio dominio V da pep-
tidil transferase (dominio funcional do 23S rRNA), codificada pelo gene rrl.
N. gonorrhoeae tem 4 alelos deste gene. Quanto maior o nimero de alelos
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mutados, maior a CIM para azitromicina, podendo atingir valores de até 256
pg/mLe'.

Cefalosporinas de espectro estendido (CEE): cefixima e ceftriaxona

As cefalosporinas de espectro estendido (CEE) sdao -lactamicos e atuam
da mesma forma que as penicilinas, com elevada poténcia contra bactérias
Gram-negativas. Mecanismos que aumentam a CIM para penicilina, como
mutagoes no gene porB (especialmente que alteram aminodacidos G101 e
A102) e a expressao aumentada da bomba de efluxo MtrCDE, também inter-
ferem na CIM de CEE, sem, no entanto, leva-la a niveis de resisténcia.

O mecanismo mais importante de resisténcia a ceftriaxona em amostras de
N. gonorrhoeae esta relacionado a aquisicao de diferentes alelos mosaico
do gene penA. Estes mosaicos levam a codificagcao de uma PBP2 com 60 a
70 mudancgas em aminoacidos com relacao ao que seria a PBP2 selvagem, a
qual deixa de ser facilmente reconhecida pelas CEE. Acredita-se que mosai-
cos penA tenham sido adquiridos por cepas de gonococos in vivo por meio
de transferéncia horizontal durante infeccées gonocdcicas na orofaringe,
por meio de recombinacao de DNA de espécies de Neisseria comensais, tais
como Neisseria perflava, Neisseria flavescens e Neisseria sicca. Entre os mais de
2000 alelos penA ja descritos, alguns sao considerados epidemiologicamen-
te relevantes (como penAX e penAXXXIV), tendo sido relacionados a clones
especificos com baixa susceptibilidade as CEE. A resisténcia a CEE é geral-
mente alcangada por mutagdes pontuais nestes mosaicos penA®2,

Espectinomicina

A espectinomicina é citada em muitos protocolos terapéuticos para gonor-
reia como uma alternativa as CEEs, por exemplo, no caso de pacientes alérgi-
cos as penicilinas. Este antimicrobiano, um aminoglicosideo, atua ligando-se
no 16S rRNA da subunidade 30S do ribossoma bacteriano, bloqueando a
translocacao do RNA transportador do sitio A para o sitio P inibindo assim a
traducao do mRNA. A interacao com o 16S rRNA ocorre na hélice 34 onde ha
os pares de bases G1064 - C1192.

A resisténcia a espectinomicina reportada em isolados de N. gonorrhoeae é
resultado de mutagdes pontuais na hélice 34 do 16S rRNA, na qual ha a subs-
tituicao de citosina por timina na posicao 1192 (C1192T); ou mutacgoes (dele-
¢ao Val25, ou substituicées Thr24Pro ou Lys26Glu) na proteina ribossomal S5
(codificada pelo gene rpsE), componente da subunidade 30S do ribossoma
bacteriano. Tais alteracdes na proteina S5 provavelmente interrompem sua
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ligagao ao 16S rRNA. Mutacdes C1192T e Thr24Pro elevam dramaticamente
a CIM para o espectinomicina (>1.024 pg/mL)”.

Tabela 15. Resumo dos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos adquiridos que
ocorrem em N. gonorrhoeae’7

Antimicrobiano Ocorréncia m Incidéncia Fenétipo?

Penicilina Cromossomica Alteragbes em PorB Alta SR, r quando combinados
Alteragdes em PBP1 Baixa
Alteragdes em PilQ Baixa
Superexpresséo da bomba Alta
MtrCDE
Plasmidial B-lactamase bla.,,, Moderada R
Tetraciclina Cromossomal Mutac6es em PorB Alta SR, r quando combinados
Mutacbes na proteina Baixa
ribossomal 10S
Superexpresséo da bomba Alta
MtrCDE
Plasmidial Protecgao ribossomal TetM Moderada R
Azitromicina Cromossomal Mutagbes na proteina Baixa SR, r quando combinados
ribossomal L4
Superexpressdo da bomba Alta
MtrCDE
Plasmidial Efluxo por bomba mef Baixa SR, r quando combinados
Transposon Metilagao do rRNA por genes Baixa
erm
Cromossomal Mutagdes nos alelos do gene rrl  Moderada r/R, dependendo do tipo e
que codifica 0 23S rRNA numero de mutagdes
Cefixima e Cromossomal Alteragdes em PorB Alta SR
Ceftriaxona Alteraces pontuais/PBP2 Moderada
mosaico

Superexpresséo de MtrCDE Alta

Cromossomal PBP2 mosaico (algumas Baixa rR
variantes) com ou sem
mutacées pontuais adicionais

Espectinomicina Cromossomal Mutagdes em 16S rRNA Baixa r/R dependendo das
Mutagdes na proteina Baixa mutacoes
ribossomal S5

2SR: sensibilidade reduzida; r: resisténcia a baixas concentragdes do antimicrobiano; R: resisténcia a altas concentragGes do antimicrobiano

3.3.7 Micobactérias
= Taxonomia
A revisao das caracteristicas gendmicas das espécies de crescimento rapido
do género Mycobacterium resultou na atualizagao da sua taxonomia, com a
realocagao de algumas espécies em quatro novos géneros designados Myco-

licibacter, Mycolicibacterium, Mycobacteroides, Mycolicibacillus®®. A Tabela 16
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lista as espécies de crescimento rapido mais frequentemente encontradas
como agente de infeccées em humanos e sua taxonomia atual. Dentre as mi-
cobactérias de crescimento rapido, os trés complexos de maior importancia
clinica sao Mycobacteroides abscessus, Mycobacteroides chelonae e Mycolici-
bacterium fortuitum. As espécies de crescimento lento ndo sofreram altera-
¢ao taxonOmica em relacao ao género, mas algumas espécies novas perten-
centes ao complexo Mycobacterium tuberculosis foram descritas. Atualmente
compdem o complexo M. tuberculosis as espécies M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. caprae, M. microti, M. cannettii e M. pinnipedii; portanto, exceto
onde houver alguma particularidade, as carateristicas de resisténcia intrinse-
ca serao descritas em relacao ao complexo M. tuberculosis. Outras espécies,
a exemplo de "M. mungi’; “M. orygis” e “M. suricattae” foram propostas como
membros do complexo M. tuberculosis, mas ainda ndao foram aceitas na no-
menclatura oficial de procariotos (www.bacterio.net).

= Localizacao dos determinantes genéticos da resisténcia antimicrobiana
em micobactérias

Nas micobactérias de crescimento rapido varias publicacdes ja demonstra-
ram a presenca de plasmideos com genes de resisténcia a antimicrobianos,
incluindo resisténcia a aminoglicosideos, fosfomicina e tetraciclina®® ape-
sar da localizacao dos genes determinantes de resisténcia intrinseca ser cro-
mossdmica e a resisténcia adquirida, na maioria absoluta das vezes ser de-
corrente de mutagoes de genes cromossémicos.

Até o momento, nao foram descritos plasmideos no complexo M. tuberculo-
sis e a resisténcia antimicrobiana adquirida &, portanto, decorrente de muta-
¢Oes espontaneas, que ocorrem na frequéncia de 1 a cada 10° bactérias para
isoniazida e pirazinamida e 1 a cada 10® bactérias para rifampicina. Este é o
racional para o uso de trés ou quatro antimicrobianos simultaneamente para
o tratamento da tuberculose®.

= O envelope celular como uma barreira a penetracao de antimicrobianos

A principal estrutura celular que diferencia as micobactérias dos demais gru-
pos de bactérias é o envelope celular que, neste grupo, apresenta conteudo
lipidico de cerca de 60%, em sua maioria constituida por acidos micolicos.
Essa estrutura representa uma barreira hidrofébica a entrada de compostos
hidrofilicos e a sua efetividade é indiretamente comprovada pela observacao
de que mutantes deficientes na sintese de lipideos mostram-se sensiveis aos
antimicrobianos com caracteristicas hidrofilicas®”. Além disso, as micobacté-
rias, quando comparadas aos demais grupos, tém um baixo numero de po-
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rinas em seu envelope celular®, as quais, a principio, sdo a via de entrada de
antimicrobianos hidrofilicos a exemplo de aminoglicosideos e B-lactamicos.

Tabela 16. Taxonomia atual das espécies de micobactérias de crescimento rapido mais

frequentes em infecgées humanas®

Nomenclatura anterior Nomenclatura atual Complexo

Mycobacterium abscessus subsp. abscessus
Mycobacterium abscessus subsp. massiliense
Mycobacterium abscessus subsp. Bolletii
Mycobacterium chelonae

Mycobacterium franklinii

Mycobacterium immunogenum
Mycobacterium salmoniphilum
Mycobacterium saopaulense

Mycobacterium boenickei

Mycobacterium brisbanense

Mycobacterium fortuitum

Mycobacterium fortuitum subsp. acetamidolyticum
Mycobacterium fortuitum subsp. Fortuitum
Mycobacterium houstonense

Mycobacterium neworleansense
Mycobacterium peregrinum

Mycobacterium porcinum

Mycobacterium senegalense

Mycobacterium septicum

Mycobacterium setense

Mycobacteroides abscessus subsp. abscessus M. abscessus
Mycobacteroides abscessus subsp. massiliense
Mycobacteroides abscessus subsp. bolletii
Mycobacteroides chelonae M. chelonae
Mycobacteroides franklinii
Mycobacteroides immunogenum
Mycobacteroides salmoniphilum
Mycobacteroides saopaulense
Mycolicibacterium boenickei M. fortuitum
Mycolicibacterium brisbanense

Mycolicibacterium fortuitum

Mycolicibacterium fortuitum subsp. acetamidolyticum

Mycolicibacterium fortuitum subsp. fortuitum

Mycolicibacterium houstonense

Mycolicibacterium neworleansense

Mycolicibacterium peregrinum

Mycolicibacterium porcinum

Mycolicibacterium senegalense

Mycolicibacterium septicum

Mycolicibacterium setense

= Resisténcia em micobactérias de crescimento rapido

A disponibilidade do sequenciamento completo dos genomas de varias mi-
cobactérias permitiu que estudos com mutantes deficientes nos genes de
interesse comprovassem o papel das proteinas por eles codificadas, na re-
sisténcia antimicrobiana intrinseca desse grupo de bactérias. M. abscessus
ss. bolletii pode ser considerada intrinsecamente resistente a claritromicina
por expressao do gene erm virtualmente em todos os isolados*'. A maioria
— cerca de 80% - dos isolados de M. abscessus ss. abscessus apresenta um
gene erm funcional*, e sao, portanto, resistentes a claritromicina; entretanto,
o restante pode apresentar substituicao T28C no gene erm ou interrupgao
da sequéncia codificante, ambas levando a sensibilidade a claritromicina. A
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RNA-metilase codificada por esse gene metila um residuo de adenina no si-
tio peptidil-transferase do rRNA 23S.

M. fortuitum apresenta o gene erm*®, que codifica uma RNA-metilase e é
responsavel pela resisténcia intrinseca aos macrolideos observada nesta es-
pécie. A sensibilidade a essa classe de antimicrobianos pode ocorrer se ha
mutacao GTG-->CTG no cédon de iniciacao, que resulta na inatividade trans-
cricional do gene®.

A catalase-peroxidase KatG, que converte a isoniazida em produto com ativi-
dade antimicrobiana, esta ausente em M. abscessus, o que explica a resistén-
cia intrinseca a este composto (Tabela 17).

O gene eis2 (“enhanced intracellular survival”) codifica uma N-acetil-transfe-
rase, que leva a resisténcia de alto nivel a capreomicina, com CIMs superiores
a 256 mg/L. A mesma proteina esta relacionada a resisténcia de baixo nivel
a amicacina, com CIM abaixo do ponto de corte de sensibilidade atual de 16
mg/L*°. Digno de nota, a proteina WhiB7 é necessdria para a ativagao trans-
cricional dos genes erm e eis2*'. Por sua vez, a transcricao do gene whiB7
é induzida mesmo por concentracdes subinibitérias de claritromicina; por-
tanto concentragdes terapéuticas de claritromicina podem induzir elevacao
das CIMs tanto para a prépria claritromicina por inducdo da metilase quanto
para amicacina®'.

Aresisténcia intrinseca a estreptomicina em M. abscessus é determinada pela
expressao de str(3°), que codifica uma fosfotransferase capaz de modificar
apenas este composto?.

As espécies do complexo M. abscessus expressam uma ADP-ribosiltransfera-
se, codificada pelo gene arr, que adiciona uma ribose a rifampicina, levando
a resisténcia intrinseca a este composto®.

A resisténcia intrinseca aos -lactamicos em M. abscessus é provavelmente
decorrente da barreira hidrofébica representada pelo envoltério celular rico
em acidos micdlicos e a baixa afinidade de D,D-transpeptidades aos 3-lacta-
micos. A expressao dessas D,D-transpetidades, em vez de D,L-transpeptida-
ses, em M. abscessus pode explicar as CIMs para imipenem e cefoxitina mais
elevadas neste complexo, diferentemente das demais espécies de micobac-
térias de crescimento rapido®. A B-lactamase Mab de classe A, produzida
por M. abscessus, é capaz de degradar eficazmente amoxicilina, ampicilina,
clavulanato, sulbactam e tazobactam, mas é inibida pelo avibactam e nao
degrada imipenem/meropenem?®. A resisténcia adquirida aos carbapené-
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micos provavelmente ocorre por mutacdes espontaneas, diminuindo ainda
mais a afinidade das transpeptidases aos B-lactamicos® ou por mutagao na
proteina RshA, um regulador negativo da resposta ao estresse e elevagao da
temperatura®.

O mecanismo pelo qual o complexo M. abscessus apresenta resisténcia in-
trinseca as fluoroquinolonas ainda nao esté elucidado. E possivel que um sis-
tema de efluxo ainda nao caracterizado seja o principal responsavel por esse
fendmeno®. A resisténcia adquirida as fluoroquinolonas em micobactérias
ocorre por mutagdes espontaneas no gene gyrA, que codifica a subunidade
A da DNA girase®.

O etambutol atua inibindo a arabinosil-transferase codificada pelo gene emB,
responsavel pela sintese de arabinogalactana, resultando na inibicao da sin-
tese da parede celular. Na maioria absoluta das espécies de micobactérias de
crescimento rapido, a exemplo de M. abscessus, a resisténcia intrinseca é expli-
cada pela ocorréncia de um residuo de glutamina na posicao 303 (Q303) e um
residuo de metionina na posicdao 304 (M304) da arabinosil-transferase Emb.

Os elevados niveis de resisténcia intrinseca a tetraciclina e doxiciclina obser-
vados em M. abscessus é decorrente da expressao de uma mono-oxigenase
indutiva, codificada pelo gene tetX, capaz de modificar a tetraciclina e doxici-
clina, abolindo a sua capacidade de ligacao ao sitio A do ribossomo?®.

Tabela 17 Genes implicados na resisténcia antimicrobiana intrinseca em M. abscessus e
impacto de sua expressao na CIM para esses compostos. Modificado de Luthra et al., 2018%°

M. abscessus M. abscessus
Antimicrobiano ss. abscessus ss. abscessus Referéncia

selvagem (mg/L) mutante (mg/L)
Isoniazida >512 katG: 32 Luthra et al., 2018%
Rifampicina 128 Aarr: 0,25 Rominski et al., 2018%
Capreomicina >256 Deis2: 4 Rominski et al., 2018°%
Claritromicina 64 Aerm41: 0,5 Choi et al., 2012%
Kanamicina 8 Aaac(2’): 0,125 Rominski et al., 2018%
Amicacina 4 Aeis2: 0,25 Rominski et al., 2018%
Estreptomicina 32 Astr(3°): 2 Dal Molin et al., 2017%
Tetraciclina 64 AtetX: 4 Rudra et al., 2018%
Amoxicilina >256 Abla,,.: 8 Dubeé et al., 2015%
Ampicilina >256 Abla,, 4 Dubeé et al., 2015%
Etambutol > 64 - Alcaide et al.,19971%®

A resisténcia adquirida as oxazolidinonas em micobactérias de crescimento
rapido ainda é objeto de estudos para elucidacao de seus mecanismos. Em
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estudo recente de uma colecao de M. abscessus resistentes a linezolida, ape-
nas 8,2% apresentavam muta¢des no rRNA 23S (T2138C, A2271C, C2432T,
G3048A), sitio de ligacao deste antimicrobiano. O mesmo estudo demons-
trou o papel dos genes Imrs e mmpL9, que codificam bombas de efluxo, na
resisténcia a linezolida''.

A resisténcia adquirida a amicacina, principal aminoglicosideo utilizado
no tratamento das infec¢ées por micobactérias de crescimento rapido, é
mais frequentemente decorrente de mutacdao no rRNA 16S, usualmente
A1408G'2,

A resisténcia adquirida a tigeciclina é infrequente. Estudo utilizando mutan-
tes obtidos por pressao seletiva com o antimicrobiano in vitro evidenciou,
por sequenciamento completo dos genomas, que uma mutacao pontual no
gene MAB_3542c pode estar implicada na resisténcia a este antimicrobiano.
O gene codifica a proteina RshA, um regulador negativo da resposta ao es-
tresse e elevagao da temperatura®.

= Resisténcia antimicrobiana no complexo M. tuberculosis

O envoltodrio celular de M. tuberculosis apresenta camada externa espessa de
acidos micélicos, covalentemente ligada a camada de peptidoglicano por
uma camada de arabinogalactana e, da mesma forma que nas outras mico-
bactérias, € um dos principais determinantes da resisténcia intrinseca a anti-
microbianos. Esse efeito é maior nos compostos hidrofilicos, mas também é
observado, mesmo para antimicrobianos com caracteristicas hidrofébicas'®.

A resisténcia intrinseca a maioria dos B-lactamicos, incluindo carbapenémi-
cos, observada em M. tuberculosis, é decorrente da expressao de BlaC, uma
B-lactamase de classe A, inibida por clavulanato'®.

M. tuberculosis apresenta resisténcia intrinseca aos macrolideos pela expres-
sao da RNA-metilase Erm37, que metila os residuos 2057 a 2059 do rRNA 23S.

M. bovis BCG apresenta resisténcia intrinseca a pirazinamida por dois meca-
nismos: deficiéncia no transporte para o espaco intracelular e ndo expressao
de pirazinamidase, necessaria para a ativacao da pirazinamida'®.

A contribuicao dos sistemas de efluxo na resisténcia antimicrobiana em M.
tuberculosis é controversa, mas ha evidéncias de que a expressao desses sis-
temas varia em funcao de mudancas ambientais. Por exemplo, as bombas de
efluxo, que sao capazes de transportar estreptomicina, rifampicina, isonia-
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zida, clofazimina, bedaquilina, fluoroquinolonas e etambutol sdo induzidas
por condi¢cbes ambientais especificas como o ambiente intracelular do ma-
créfago ou meio contendo antimicrobiano.

A resisténcia antimicrobiana adquirida em M. tuberculosis é decorrente de
mutagoes espontaneas, mesmo sem exposicao ao antimicrobiano. A exposi-
¢do ao antimicrobiano contribui para a selecao de mutantes resistentes®. A
resisténcia a rifampicina é adquirida por mutagdes no gene da subunidade
beta da RNA-polimerase, na regiao designada RRDR, sendo a mais frequen-
te a Ser-450-Leu. A resisténcia a isoniazida pode ocorrer por mutagdes no
gene katG, sendo que a mais frequente resulta na substituicao Ser-315-Thr,
no gene inhA ou seu promotor, enquanto a resisténcia a pirazinamida ocorre
por mutacdes no gene pncA, sendo a mais frequente a que resulta nas subs-
tituicoes Asp-12-Ala e Asp, Leu-85-Pro da pirazinamidase (Tabela 18)'%.

As cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina e a isoniazida sao classi-
ficadas como MDR (resistentes a multiplos farmacos). J4, cepas classificadas
como XDR (extensivamente resistentes aos farmacos) sao aquelas resisten-
tes a rifampicina, isoniazida e a pelo menos 3 das seguintes classes: amino-
glicosideos, polipeptidios, fluorquinolonas, tiamidas, cicloserina, acido para-
-aminossalicilico (PAS).

A Tabela 19 detalha os genes envolvidos na resisténcia aos demais antimi-
crobianos utilizados no tratamento da tuberculose. Mesmo para os antimi-
crobianos introduzidos mais recentemente em uso clinico para o tratamento
da tuberculose, como bedaquilina e pretomanida, ha pelo menos dois meca-
nismos de resisténcia adquirida distintos para cada um deles.

Tabela 18. Determinantes da resisténcia adquirida aos antimicrobianos de primeira linha
utilizados no esquema 1 de tratamento da tuberculose

. . Gene ou regiao Mecanismo o
Antimicrobiano PP . Referéncia
promotora de resisténcia/alvo ou enzima

Rifampicina
Isoniazida

Etambutol

Pirazinamida

rpoB alteragdo do alvo/subunidade beta da RNA polimerase  Telenti et al., 199317

katG nao conversao da isoniazida em composto com Heym et al., 1995'%
atividade antimicrobiana/catalase-peroxidase

inhA alteragdo do alvo/2-trans-enoil-AcpM redutase Hazbén et al., 2006'®

promotor de inhA superexpressao de inhA Hazbén et al., 2006

embB alteragéo do alvo/arabinosil-transferase Telenti et al., 199700

pncA ndo conversao da isoniazida em composto com Scorpio et al., 1996

atividade antimicrobiana/pirazinamidase

Modificado de Gygli et al., 2017%
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Tabela 19. Determinantes da resisténcia adquirida aos demais antimicrobianos utilizados
no tratamento da tuberculose. Modificado de Gygli et al., 2017%

Etionamida

Fluorquinolonas

Estreptomicina

Amicacina

Kanamicina

Capreomicina

Acido p-amino salicilico

Cicloserina

Bedaquilina

Linezolida

Delamanida/Pretomanida

Clofazimina

inhA
promotor de inhA

ethA

qyrAfgyrB

rrs

rpsL

Rrs

Rrs

promotor de eis
s

tlyA

thyA

folC

Ald

alr

promotor de alr

atpE

promotor de
mmpr

plC
Rl
Ddn

fga1

fbiA/B/C

promotor de
mmpR

alteracéo do alvo/2-trans-enoil-AcpM redutase

superexpressao de inhA/2-trans-enoil-AcpM redutase

alteracéo do alvo/mono-oxigenase dependente de
flavina adenina dinucleotideo

alteragao do alvo/subunidades A e B da DNA girase
alteragdo do alvo/rRNA 16S

alteracéo do alvo/proteina ribossémica (30S) S12
alteragdo do alvo/rRNA 16S

alteragao do alvo/rRNA 16S

superexpressao de eis2/N-acetil-transferase
alteragéo do alvo/rRNA 16S

nao metilagdo do rRNA16S e do rRNA23S

timidilato sintase folato dependente/néo converséo
do PAS em analogo do folato

nao conversdo do PAS em analogo do folato/di-
hidrofolato sintase

aumento da disponibilidade do substrato da
racemase/L-alanina-desidrogenase

alteragao do alvo/L-alanina-racemase

hiperexpressao do alvo/promotor de L-alanina-
racemase

subunidade C da ATP-sintase/mutagao do alvo

superexpressao da bomba/bomba de efluxo Mmpl5

alteragéo do alvo/proteina ribossomica L3
alteragéo do alvo/proteina ribossomica L4

nao conversao em composto com atividade
antimicrobiana/nitrorredutase-deazaflavina
dependente

nao conversdo em composto com atividade
antimicrobiana/glicose-6-fosfato-desidrogenase

nao conversao em composto com atividade
antimicrobiana/deazarriboflavina sintase

hiperexpressao da bomba/bomba de efluxo Mmpl5

. . Gene ou regiao Mecanismo A
Antimicrobiano  n . Referéncia
promotora de resisténcia/alvo ou enzima

Morlock et al., 200312
Morlock et al., 20032
Morlock et al., 200312

Malik et al., 2012
Maus et al., 2005"*
Maus et al., 2005
Maus et al., 2005
Maus et al., 2005
Kambli et al., 2016"®
Maus et al., 2005

Monshupanee et al.,
20128

Minato et al., 20157
Minato et al., 2015"7

Desjardins et al., 2016

Desjardins et al., 2016
Desjardins et al., 2016

Petrella et al., 2006"°
Hartkoorn et al., 2014'2

Zhang et al., 2016
Zhang et al., 2016
Haver et al., 2015'%
Manjunatha et al., 2006%

Haver et al., 20152

Hartkoorn et al., 2014'%
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Capitulo 4:

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)

Doroti de Oliveira Garcia

Nos ultimos anos, a ocorréncia e disseminacao de microrganismos multirresistentes
aumentou drasticamente no mundo todo, o que tem levado a comunidade médica e
os 6rgaos governamentais a adotarem medidas mais eficazes no controle e preven-
¢ao desses microrganismos.

O primeiro passo para a deteccao dessa multirresisténcia € a realizagao criteriosa de
testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), os quais sao utilizados para deter-
minar a sensibilidade total, a sensibilidade diminuida (necessitando o aumento da
exposicdo ao farmaco) ou resisténcia de microrganismos frente a antimicrobianos in
vitro. O TSA é de suma importancia, pois gera dados que auxiliam a equipe que presta
assisténcia ao paciente no direcionamento da terapia antimicrobiana, e, em alguns
casos, podem dar indicios dos possiveis mecanismos de resisténcia envolvidos. Por
meio da realizacao do TSA sao fornecidos dados para que se possa estabelecer o per-
fil microbioldgico/epidemioldgico da instituicao, o que auxilia na prescricao empirica
de antimicrobianos.

O TSA deve ser realizado de acordo com as recomendac¢des de comités internacio-
nais especializados, tais como o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ou
o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)'2 No Brasil, de
acordo com a Portaria n¢ 64, de 11 de dezembro de 2018, do Ministério da Saude,
devem ser seguidas as orientagdes contidas no Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST), o qual é uma versao brasileira do documento do
EUCAST?*#. Todos os documentos do BrCAST podem ser acessados livremente do site
www.brcast.org.br.

O TSA pode ser desenvolvido através de métodos qualitativos ou quantitativos. Os
métodos qualitativos indicam apenas se o microrganismo é sensivel, intermediario
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(necessitando exposicao aumentada ao farmaco) ou resistente a determinado agen-
te antimicrobiano. Por sua vez, os métodos quantitativos, além de gerarem essa mes-
ma informacgao qualitativa, também determinam a concentracdo inibitéria minima
(CIM), que é a menor concentracao (em mg/mL) do agente antimicrobiano capaz de
inibir o crescimento bacteriano visivel in vitro.

A CIM pode ser determinada basicamente por trés metodologias diferentes, a saber:
diluicdo em agar, diluicdao em caldo ou utilizando fitas de gradiente de concentragao
do antimicrobiano. Para saber qual metodologia é a mais adequada é preciso fazer
uma correta identificacao do microrganismo a ser testado, pois a metodologia prefe-
rencial pode variar dependendo do microrganismo e do antimicrobiano. Cabe men-
cionar que existem no mercado diversos meios de cultura e insumos prontos para
uso, os quais devem ser utilizados de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

Em relagao a selecao dos antimicrobianos a serem testados, sugere-se discutir com
membros da Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar (CCIH) de cada instituicao
para estabelecer qual o painel mais adequado a ser utilizado, evitando, assim, testar
antimicrobianos que ndo sao utilizados na terapéutica clinica daquele local especifi-
co. Atencao especial deve ser dada ao sitio de isolamento, pois alguns antimicrobia-
nos s6 devem ser testados para sitios anatdomicos especificos.

Método qualitativo: disco-difusao

E 0 método mais difundido e utilizado em rotina laboratorial. Foi primeiramente des-
crito por Bauer & Kirby (1966)°, e o que sera detalhado a seguir é baseado no docu-
mento do EUCAST/BrCAST?.

O método de disco-difusao, ou Kirby-Bauer, utiliza discos de papel de filtro impreg-
nados com antimicrobianos. Tais discos sao colocados em placas de meio de cultura
sélido previamente semeadas com um inéculo padrao da bactéria a ser testada. O
antimicrobiano se difunde no meio de cultura a partir do disco de forma radial e, de-
pendendo de sua atividade frente a bactéria avaliada, ocorre a formacdo, ou nao, de
um halo de inibicdo ao redor do disco, que é mensurado em milimetros.

A interpretacdo do diametro do halo de inibicao é feita conforme os pontos de corte
estabelecidos pelos comités de padronizacao do TSA, sendo que a bactéria pode ser
categorizada como sensivel ou resistente ao antimicrobiano. Cabe mencionar que
os pontos de corte variam conforme diferentes bactérias e antimicrobianos, sendo
que, no BrCAST, existem diversas tabelas de interpretacao para os principais gru-
pos de bactérias de importancia clinica (Ordem Enterobacterales®, Pseudomonas spp,
Acinetobacter spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp., dentre outros). O meio de
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cultura base mais utilizado no TSA por disco-difusao é o dgar Mueller-Hinton (MH)
sem aditivos para microrganismos nao fastidiosos, ou com suplementos nutricionais
para bactérias fastidiosas (nutricionalmente exigentes). O 4gar MH-F (MH acrescido
de 5% de sangue lisado de cavalo e 1 mL de solucdao de B-NAD a 20 mg/L) é o meio
de cultura preconizado pelo EUCAST/BrCAST para bactérias fastidiosas. Para placas
preparadas in house, deve-se atentar para a espessura do meio de cultura, que pode
afetar os resultados do teste. A espessura deve ser de 4 + 0,5 mm (aproximadamente
25 mL em placas de 90 mm e 70 mL em placas de 150 mm de diametro). Detalhes da
preparacao desse e outros meios estdo descritos no Apéndice ao final desse capitulo.

4.1.1

Etapas do Ensaio

A seguir serao descritas as etapas necessarias para a correta realizacao do
teste de disco-difusao. Um video educativo sobre as distintas etapas do en-
saio de disco-difusdo de acordo com a recomendac¢des do EUCAST/BrCAST
estdo disponiveis online na plataforma YouTube (https://www.youtube.
com/watch?v=iigQcCQDvu8&Ilist=PLQU_kWRWBId694u9cLr4asinonWSzr-
9Rf). Inicialmente, deve-se ter o cuidado de retirar do freezer ou geladeira
os discos de antimicrobianos que serao testados com 1h de antecedéncia.
Isso porque eles devem ser utilizados em temperatura ambiente, evitando
a condensacao que pode levar a uma rapida deterioracao de alguns antimi-
crobianos, como os carbapenémicos, por exemplo. O armazenamento dos
discos deve ser feito de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para o preparo do inéculo bacteriano, deve-se selecionar 4 a 6 colénias mor-
fologicamente semelhantes de um cultivo recente (24h) e suspendé-las com
alca bacterioldgica esterilizada em 2 a 3 mL de solugao salina esterilizada a
0,85%. Com isso, deve-se obter uma suspensao com turvacao corresponden-
te a escala 0,5 de McFarland. A turbidez é ajustada com auxilio de um den-
sitbmetro, turbidimetro, espectrofotdmetro (absorbancia de 625 nm, faixa
de 0,08 a 0,13) ou visualmente, comparando com o tubo correspondente
a escala 0,5 de McFarland (os quais podem ser confeccionados in house ou
adquiridos comercialmente). Essa turvacao corresponde a aproximadamen-
te 1,5 x 108 UFC de Escherichia coli por mililitro). Para facilitar a comparagao
visual, recomenda-se a utilizacdao de um fundo branco com linhas pretas.

Algumas excec¢Oes a essa preparacao de indculo existem. Para Streptococcus
pneumoniae, se a suspensao for preparada a partir de cultura em agar cho-
colate, a turbidez do in6culo deve ser equivalente ao padrao 1,0 da escala de
McFarland.

Para todos os microrganismos a suspensao deve ser utilizada preferencial-
mente em até 15 minutos e obrigatoriamente em até 60 minutos apds o
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preparo, garantindo, dessa forma, que a quantidade de bactérias inoculada
esteja dentro do padrao estabelecido. Deve-se seguir a regra dos 15-15-15
minutos: usar a suspensao do indculo dentro de 15 minutos do preparo, apli-
car os discos dentro de 15 minutos da semeadura e incubar as placas dentro
de 15 minutos da aplicacao dos discos.

Para inoculagao, umedecer o swab de algodao estéril na suspensao bacteria-
na, girar e pressionar o swab na parede interna do tubo para retirar o exces-
so de liquido antes de efetuar a semeadura nas placas. Entretanto, se a sus-
pensao bacteriana for de bactérias Gram-positivas, ndo se deve pressionar o
swab na parede interna do tubo. Semear a suspensao na superficie de placas
de agar Mueller-Hinton, as quais devem estar em temperatura ambiente e
sem umidade excessiva. Caso haja excesso de umidade, recomenda-se colo-
car as placas em estufa com a tampa invertida e parcialmente aberta para a
secagem da superficie do meio antes do uso.

A semeadura deve ser realizada em 3 dire¢Oes, girando a placa em torno de
60°, ou por meio de inoculador automatico, de maneira que, ao final desta
etapa, toda a superficie do agar esteja coberta uniformemente pela suspen-
sdo bacteriana, o que garantird um crescimento confluente. Quando for ne-
cessario utilizar mais de uma placa, deve-se introduzir novamente o swab no
tubo contendo a suspensao e repetir os procedimentos anteriores.

A placa deve ser mantida para secar por 10-15 minutos, em temperatura am-
biente.Todo o excesso de inéculo deve ter sido absorvido, antes da aplicacao
dos discos contendo os antimicrobianos. Com o auxilio de uma pinga previa-
mente esterilizada ou dispensador de discos, os discos sao, entao, aplicados
na superficie da placa. Conforme mencionado anteriormente, a escolha dos
antimicrobianos a serem testados deve ser direcionada pelas tabelas do Br-
CAST e definida pela equipe de profissionais de cada instituicao, dependen-
do dos antimicrobianos mais frequentemente utilizados.

E importante observar que os discos devem ficar firmemente aderidos a
superficie do agar. Portanto, deve-se utilizar uma pinca metalica para pres-
siona-los levemente em direcao ao agar. Uma vez aplicados, nao devem ser
removidos, pois a difusdo radial dos antimicrobianos no agar é instantanea.
A quantidade de discos por placa pode variar dependendo do microrganis-
mo e dos antimicrobianos utilizados. Em geral, utilizam-se 12 discos em uma
placa de 150 mm de diametro e 5 discos em placa de 90 mm de diametro.
Isso evita que haja sobreposicao de halos, o que dificultaria a medida do
diametro destes.
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Ap6s dispensar os discos na superficie do dgar Mueller-Hinton, deve-se in-
verter as placas e incubar a 35 + 1°C em até 15 minutos. As condi¢des de
incubacgao, em relagdo a atmosfera de CO, e tempo devem seguir as orienta-
¢oes que constam nas tabelas do EUCAST/BrCAST para cada microrganismo.

Apos a incubacao, e antes de proceder a leitura, deve-se verificar se o cres-
cimento bacteriano na superficie do agar estd confluente e uniformemente
distribuido. Se for observado crescimento muito espesso ou muito escasso,
o teste deve ser repetido. A leitura das placas de agar Mueller-Hinton nao
suplementadas deve ser feita pelo fundo, com luz refletida contra um fundo
escuro. Placas de agar Mueller-Hinton suplementadas devem ter as tampas
removidas e a superficie contendo os discos observada sob luz refletida. Nao
se deve utilizar luz transmitida (placas observadas contra a luz) ou lupa, ex-
ceto quando indicado. A leitura do diametro dos halos de inibicao deve ser
feita com uma régua calibrada ou paquimetro, em milimetros (Figura 1). Se a
leitura for realizada com um leitor automatico, calibrar com a leitura manual.

Para todos os antimicrobianos, exceto quando indicado, as bordas dos halos
devem ser lidas do ponto de completa inibicao do crescimento, visto a olho
nu, com a placa posicionada a cerca de 30 cm dos olhos. A interpretagao
dos resultados deve ser feita de acordo com as tabelas de ponto de corte do
EUCAST/BrCAST.

A B

Figura 1. A-Leitura do halo de inibicdo no teste de disco-difusao; B- placa de teste de
disco-difusao
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4.1.2 Instrucoes especificas para a leitura do teste de disco-difusao
A medida dos halos de inibicao é uma etapa critica para garantir a acuracia
dos resultados e existem varias situacdes laboratoriais que podem interferir
nessa leitura. Em alguns casos, por exemplo, pode haver a ocorréncia de halo
duplo ou presenca de poucas coldnias isoladas dentro do halo de inibicao.
Nesse caso, é preciso verificar a pureza do isolado bacteriano e, se necessa-
rio, deve-se repetir o teste.

Ao testar sulfametoxazol-trimetoprima, pode haver a presenca de cresci-
mento reduzido dentro do halo de inibicdo. Esse fato é devido a presenca
de altas concentragdes de antagonistas (substancias que inibem a acdao do
antimicrobiano) no meio, como timina e timidina, e deve ser ignorado. A lei-
tura do diametro do halo deve ser feita a partir da borda mais nitida (Figura
2).Ja, para ampicilina, ampicilina-sulbactam e amoxacilina-acido clavulanico
testados contra isolados da ordem Enterobacterales deve-se ignorar o cresci-
mento de fina pelicula dentro do halo, que ocorre eventualmente em alguns
lotes de dgar Mueller-Hinton.

a-c) Um halo externo pode ser visualizado. Reportar como sensivel se o didmetro do halo for = 16 mm lido a partir da marca branca na figura; d)
crescimento até a borda do disco E sem sinal de halo de inibigdo externo. Reportar como resistente. Fonte: EUCAST/BrCAST®.

Figura 2. Exemplos de halos de inibicao de Stenotrophomonas
maltophilia com sulfametoxazol-trimetoprima.

O género Proteus é reconhecido pela formagao de véu (swarming) ao cres-
cer em meios de cultura. Tal véu é observado dentro dos halos de inibicao
quando se realiza o teste de disco-difusao. Nessas situacdes, deve-se igno-
rar o véu e realizar a leitura na borda onde ocorrer inibicao mais nitida do
crescimento bacteriano. Da mesma forma, a zona de hemélise formada por
estreptococos hemoliticos deve ser ignorada, considerando-se o halo de ini-
bicao de crescimento e nao da hemélise. Em geral, bactérias que produzem
B-hemdlise ndo apresentam crescimento dentro do halo, enquanto a a-he-
molise coincide com o crescimento.

As caracteristicas das bordas do halo sao importantes e devem ser avaliadas
com atencao. Por exemplo, na avaliagao da sensibilidade de Staphylococcus
aureus a benzilpenicilina, é preciso examinar a borda do halo com a placa
voltada contra a luz (luz transmitida). Isolados com valores de diametro do

92




4.2

Moédulo 10 - Detecgao dos Principais Mecanismos de Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos

halo de inibicao maiores ou igual aos pontos de corte de sensibilidade, mas
com bordas bem definidas, devem ser relatados como resistentes a benzil-
penicilina (Figura 3).

a) borda esfumacada e didmetro > 26 mm. Reportar sensivel; b) borda bem
definida e didmetro = 26 mm. Reportar resistente. Fonte;: EUCAST/BrCAST?

Figura 3: Exemplos de zonas de inibicao para S. aureus com benzilpenicilina.

Conforme mencionado anteriormente, as medidas dos halos de inibicao devem ser
realizadas sob luz refletida. Quando utilizada a cefoxitina para detectar resisténcia a
oxacilina (meticilina) em S. aureus, é preciso aferir o halo em evidéncia e visualizar se
ha presenca de col6énias dentro do halo, que podem ocorrer devido a cultura mista
ou expressao de resisténcia heterogénea a oxacilina (meticilina). Por sua vez, para a
leitura do halo de fosfomicina para Escherichia coli, deve-se desconsiderar possiveis
colbnias internas e realizar a leitura na borda externa do halo.

Métodos quantitativos

Conforme mencionado anteriormente, os métodos quantitativos englobam diluicao
em caldo, fitas de gradiente de concentracao e diluicao em &gar. A diluicdo em caldo
pode ser no formato de microdiluicao em placa ou macrodiluicdao em tubos, sendo
que a diferenca entre elas esta exclusivamente no volume final da metodologia, 100
mL e 1-2 mL, respectivamente. Por questoes de praticidade e economia, os laborato-
rios geralmente realizam microdiluicao em caldo.

4.2.1 Microdiluicao em caldo
Por meio da exposicao da bactéria a concentracdes seriadas de antimicro-
bianos é possivel determinar a CIM. Com o valor da CIM também é possivel
categorizar a bactéria em sensivel ou resistente a um determinado antimi-
crobiano, baseado em tabelas de pontos de corte para cada microrganismo
e antimicrobiano, disponibilizadas pelo EUCAST/ BrCAST3.

A microdiluicao em caldo é a metodologia indicada pelo EUCAST/BrCAST
para determinar a CIM da maioria dos antimicrobianos listados nas tabelas
de ponto de corte, com algumas excecbes como, por exemplo, a sensibili-
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dade a fosfomicina para membros da ordem Enterobacterales, Pseudomonas
spp. e S. aureus, a qual deve ser avaliada por agar diluicao. A desvantagem
dessa metodologia é a complexidade técnica e a exigéncia de antimicrobia-
nos em po, os quais tém, em geral, custo elevado.

= Etapas do Ensaio

A microdiluicao em caldo utiliza o caldo Mueller-Hinton cation ajustado
(CMHCA) para bactérias nao fastidiosas e o caldo MH cation ajustado “F” (MH-
F) — com suplemento - conforme mencionado anteriormente, para bactérias
fastidiosas. Para a realizacao dessa metodologia sao utilizadas microplacas
de poliestireno com fundo em “U” (96 pocos). Cada poco devera conter o
meio de cultura, a suspensao bacteriana e o antimicrobiano (em concentra-
¢Oes seriadas na placa).

Para tanto, deve-se dispensar o CMHCA (ou o MH-F), comercial ou preparado
in house, em uma canaleta esterilizada ou placa de Petri descartavel esterili-
zada, aproximadamente 5,0 mL de caldo para cada placa com 96 orificios a
ser testada. A seguir, com uma micropipeta multicanal, dispensar 50 pL de
caldo em cada cavidade da microplaca, exceto nas cavidades da coluna 12,
nas quais deverao ser dispensados 100 pl de caldo com a concentracao de
antimicrobiano 2x maior que a maxima (Figura 4). A microplaca nao deve ser
submetida a quaisquer tratamentos, nem conter aditivos como polissorbato
80 ou outro surfactante. Para maiores detalhes sobre célculo de concentra-
¢ao de antibidticos, consultar o Apéndice que acompanha esse capitulo.

A B
A-Aspiracéo do caldo da canaleta pelo uso de micropipeta multicanal — 50 L nas colunas 1 a 11. B - Transferéncia do caldo para a microplaca.

Figura4. Transferéncia do caldo MH cétion ajustado para a microplaca de 96 orificios.
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Em seguida, deve-se preparar, em um tubo estéril, uma solucao do antimi-
crobiano em CMHCA, com o dobro da maior diluicao a ser testada, e distri-
buir 100 uL em cada orificio da coluna 12. Cabe mencionar que o volume
de antimicrobiano a ser testado nao pode exceder 5% do volume total do
orificio. Portanto, para testar concentracdes muito altas, é necessario fazer
solugbes-mae mais concentradas.

Partindo da coluna 12 até a coluna 3, deve-se proceder as diluicbes seriadas.
Para isso, deve-se homogeneizar a solucao de antimicrobiano com micropi-
peta multicanal e retirar uma aliquota de 50 uL, a qual sera dispensada na
cavidade adjacente. Homogeneizar, repetindo o mesmo procedimento até
chegar a coluna 3. A coluna 1 devera conter apenas o caldo, pois sera o con-
trole de esterilidade (CE). A coluna 2 conterd apenas a suspensao bacteriana
adicionada ao caldo, pois sera o controle do crescimento bacteriano (CC).

Ap6s a pipetagem, colocar a tampa na microplaca e identifica-la (hnome do
antimicrobiano, a data de preparo, etc.). Se nado for utilizada imediatamente,
deve-se envolver a microplaca com tampa em saco plastico vedando-o com
fita adesiva e armazenar em freezer (- 20°C ou — 70°C) até o momento do uso.
Alguns antimicrobianos, como os carbapenémicos e associacdes de B-lacta-
micos com inibidores de B-lactamases, se degradam mais facilmente e, para
esses antimicrobianos, deve-se preparar as microplacas imediatamente an-
tes do uso, ou armazenar por curto periodo (no mesmo dia da realizacdao do
teste) em freezer -70°C.

Para proceder ao teste, retirar as placas contendo as diluicbes seriadas do
antimicrobiano da geladeira e deixar em temperatura ambiente por apro-
ximadamente1h. Enquanto isso, preparar, em solucao salina a 0,85% esteri-
lizada, as suspensodes bacterianas a serem testadas bem como as cepas-pa-
drao ATCC (“American Type Culture Collection”) de crescimento recente para
controle de qualidade da técnica. Deve-se consultar as tabelas de ponto de
corte do EUCAST/BrCAST para selecionar a cepa-padrao indicada para o mi-
crorganismo que sera testado.

A turvacao da suspensao bacteriana deve corresponder a do tubo 0,5 da es-
cala McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL) e deve ser preparada
conforme descrito para o teste de disco-difusao. Apds ajustada a turvacao, a
suspensao devera ser diluida (1:100) adicionando em uma canaleta ou pla-
ca estéril, 2970 uL de CMHCA e 30 uL da suspensao bacteriana, obtendo-se
uma solucao com concentracao aproximada de 10° UFC/mL.
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Em seguida, dispensar 50 uL da suspensao diluida, com uma pipeta multica-
nal, em cada linha, da coluna 2 (sem antimicrobiano) até a coluna 12. Sempre
dispensar a cepa padrao ATCC na primeira linha (A), para validacao do teste,
e as cepas a serem testadas nas demais linhas. Ao final dessa etapa, as con-
centragdes iniciais de antimicrobianos terao sido diluidas 1:2, o que fard com
gue se alcance as concentracdes finais desejadas. A concentracdo final de
bactérias serd de 5 x 10° UFC/mL.

Colocar atampa na microplaca e incubar a 35°C + 1°C pelo tempo e atmosfe-
ra de adequados a cada microrganismo, de acordo com as tabelas de ponto
de corte do EUCAST/BrCAST. Para manter a mesma temperatura de incuba-
¢ao para todas as cepas, nao empilhar mais do que quatro placas. Para evitar
evaporacao excessiva do caldo deve-se colocar a microplaca dentro de reci-
piente com tampa e colocar algodao ou papel toalha levemente umedecido
para se manter a umidade dentro do recipiente.

= Leitura e interpretacao dos resultados:

O teste de microdiluicdo sera considerado valido quando nao houver cres-
cimento na coluna 1 da microplaca, referente ao controle de esterilidade e
guando houver crescimento na coluna 2 da microplaca, referente ao contro-
le de crescimento. Além disso, as cepas-controle de qualidade devem apre-
sentar resultados dentro do intervalo de valores estabelecido pelo EUCAST/
BrCAST conforme exemplo abaixo. Caso os resultados nao cumpram TODOS
os requisitos acima descritos, o teste deve ser desconsiderado e repetido, e,
se necessario, recorrer a analise de possiveis erros.

Quadro 1: Exemplo de pontos de corte de colistina referentes ao controle de qualidade
da microdiluicdo em caldo frente as cepas padrao E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC
27853 (EUCAST/BrCAST, 2019).

Colistina Escherichia coli 0,25-2,0
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa 0,5-4,0
ATCC 27853

Na microdiluicéo, algumas situagdes séo importantes de serem observadas cuidadosamente, tais como as descritas abaixo:

= Leitura da CIM para Neisseria spp.: corresponde ao orificio onde nao for ob-
servada a formacao do botao de crescimento no fundo do orificio;

= Leitura da CIM para S. pneumoniae: corresponde ao orificio onde nao for
observada a formacdo do botdo de crescimento associado a nao producao

de hemolise;
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= Skipped wells (orificios alternados): ha o crescimento bacteriano nos orifi-
cios correspondentes a concentracdes de antimicrobiano inferiores a CIM;
porém, em algumas situagdes, como a presenca de bactérias heterorresis-
tentes, ocorre o crescimento da bactéria em orificios alternados que contém
concentracdes de antimicrobianos superiores a CIM (Figura 5). Ocorre, prin-
cipalmente, quando testadas as polimixinas ou, como comentado, quando
ha a presenca de heterorresisténcia. Se ocorrer apenas um orificio saltado,
relatar a CIM mais alta. Se ocorrer mais de um orificio saltado, néo relatar e
repetir o teste.

CE CcC 0,12 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64

1 * :
_ Skipped wells= crescimento em
CIM=0.5 ng/mL orificios alternados/pulados

Figura5: Representacao esquematica de uma microdiluicao em caldo apresentando
skipped wells

Para sulfametoxazol/trimetoprima, ler a CIM na menor concentracao capaz de inibir
aproximadamente 80% do crescimento quando comparado ao orificio de controle
de crescimento.

4.2.2 Fitas de gradiente de concentracao de antimicrobianos

As fitas de gradiente de concentracao representam a forma mais pratica de se
determinar a CIM em um laboratério de microbiologia clinica, muito embora
nao possam ser utilizadas para todos os antimicrobianos e tenham custo ele-
vado. Elas correspondem a fitas de material plastico ou papel impregnados
com um gradiente de concentracdao de um determinado antimicrobiano.
Tais fitas sdao aplicadas na superficie dos meios de cultura da mesma forma
como é feito com os discos no teste de disco-difusdo. Assim, deve-se seguir
o que foi descrito acima para o teste de disco-difusao, no que diz respeito ao
preparo das suspensdes bacterianas e semeadura desse indculo nas placas
de agar Mueller-Hinton ou MH-F.

Entdo, com o auxilio de uma pinca esterilizada, aplicar as fitas contendo os
antimicrobianos na superficie da placa de agar previamente semeada com
a bactéria em teste. Deve-se atentar para o lado correto de aplicacao da fita
na superficie do agar, sempre com o lado da gravacao dos simbolos e escalas
para cima, pois o antimicrobiano se encontra no verso das gravag¢oes na fita,
parte que deve ficar em contato com a superficie do agar. Em placa de 150 x
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15 mm, até seis fitas poderao ser aplicadas, mantendo a concentracao mais
alta na proximidade da borda da placa; quando utilizar fitas contendo ape-
nas um antimicrobiano na extremidade e quando a fita contiver associacao
de antimicrobianos como um B-lactamico com um inibidor de B-lactamase
(acido clavulanico ou EDTA), aplicar a fita contendo o antimicrobiano asso-
ciado voltada para a borda da placa. Em placa de 90 x 15 mm, até duas fitas
poderao ser aplicadas, sendo que devem ser dispostas em posicao inversa.

Incubar a 35°C + 1°C, pelo tempo e atmosfera determinado para cada mi-
crorganismo, segundo o EUCAST/BrCAST e, em seguida, proceder a leitura e
ao registro do valor da CIM. A zona de inibicdo de crescimento formara uma
elipse, sendo que a CIM serad o ponto em que o crescimento bacteriano inter-
ceptara com a fita contendo o antimicrobiano (Figura 6). Se houver diferenca
de uma diluicdo de um lado para outro da fita, considerar a concentracao
mais alta; se a diferenca for igual ou maior que duas dilui¢des, o teste deve
ser repetido.

Camada de
crescimento
bacteriano

Fita de
gradiente

Elipse de
inibicao

CONCENTRAGAO
INIBITORIA

Figura6. Fita de gradiente de concentracao utilizada para a determinacao de CIM.
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= Leitura do teste

Para a leitura do teste, alguns detalhes devem ser observados, tais como os
descritos abaixo:

+ Ignorar hemdlise quando testado com Streptococcus spp. Ler no limite do
crescimento.

- Ignorar o véu de Proteus spp. Ler no limite do crescimento.

« S. maltophilia: ignorar a “neblina” na elipse frente ao sulfametoxazol/
trimetoprima.

+  Pneumococo frente a B-lactamicos: ler no limite do crescimento. Conside-
rar se houver presenca de coldnias no interior da elipse.

« Carbapenémicos e outros antimicrobianos bactericidas: considerar todas
as colonias. Ler no limite do crescimento.

- Tigeciclina: ler em 80% de inibicao.

- Linezolida: ler em 90% de inibicao.

« Glicopeptideos: elipse estreita, ler no final da elipse.

+ Elipse assimétrica: ler no maior valor, se a diferenca for > 1 diluicao, repetir
o teste.

423 Agardiluicao

Essa € uma metodologia relativamente trabalhosa e nao utilizada rotinei-
ramente pelos laboratérios de microbiologia clinica. No entanto, conforme
comentado anteriormente, é o método recomendado pelo EUCAST/BrCAST
para a determinacao da resisténcia a fosfomicina em Enterobacterales, Pseu-
domonas spp. e S. aureus. Na metodologia de agar diluicao, o antimicrobia-
no é incorporado ao agar Mueller-Hinton; portanto, devem ser preparadas
varias placas contendo diferentes concentracbes do antimicrobiano em
cada uma delas. A seguir, o indculo é aplicado na superficie do 4gar por um
aplicador de Steers, capaz de transferir de 24 a 96 indculos em cada placa,
dependendo do modelo utilizado. Na base do aplicador, sao adicionadas
as suspensdes bacterianas (uma por orificio) com auxilio de micropipetas.
Apos, utilizando-se a parte superior do aplicador, é feita a transferéncia da
suspensao para a superficie do agar, conforme demonstrado nas figuras 7,
8 e 9 a seguir. O in6culo pode também ser aplicado na superficie do agar
utilizando-se micropipetas. As solu¢cdes-estoque de antimicrobianos devem
ser preparadas de acordo com o descrito para microdiluicao em caldo. Re-
comenda-se utilizar concentracdes coerentes com o intervalo de leitura de
cada antimicrobiano, de acordo com as tabelas de pontos de corte do EU-
CAST/BrCAST-.
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Com o intuito de se evitar a perda da poténcia dos antimicrobianos, as placas
devem ser preparadas no dia imediatamente anterior ou, no maximo, dois
dias antes de seu uso. Para placas contendo antimicrobianos mais sensiveis
a degradacgao, como os carbapenémicos, é recomendado o preparo no dia
de seu uso.

O preparo do agar Mueller-Hinton deve ser feito de acordo com orientacao
do fabricante e antes que o mesmo solidifique, aliquotas de 50-60 mL ou
120-140 mL devem ser colocadas em frascos de vidro estéreis os quais sao
mantidos em banho-maria até que o meio de cultura atinja uma tempera-
tura entre 45-50°C, temperatura ideal para a adicao do antimicrobiano. Em
seguida, aliquotas das solu¢des-estoque dos antimicrobianos sao adiciona-
das a cada frasco, sendo que o conteudo deve ser bem homogeneizado e
volumes iguais a 25-30 mL ou 60-70 mL devem ser vertidos em placas de
Petri descartaveis de 90 mm e 150 mm de diametro, respectivamente, pre-
viamente identificadas com a concentragao do antimicrobiano. A espessura
do meio de cultura, obtida ap6s solidificacao, deve ser de 4 + 0,5 mm, o que
corresponde, justamente, ao volume adicionado ao de meio de cultura por
placa.

As placas devem ser mantidas sobre uma superficie plana até a completa
solidificacao do meio, sendo posteriormente acondicionadas em sacos plas-
ticos, seladas e armazenadas a 4°C até o momento do uso.

As placas contendo os antimicrobianos devem ser retiradas da refrigeracao
e mantidas em temperatura ambiente em torno de 15 min. Apds o equili-
brio térmico, colocar por alguns instantes em estufa a 35+1°C a fim de que
qualquer umidade visivel evapore da superficie do agar. As placas devem ser
marcadas em sua lateral com um traco marcante, a fim de orientar a aplica-
¢ao dos indculos bacterianos (Figura 7).

Preparar a suspensao bacteriana a partir de col6nias isoladas em solugao sa-
lina a 0,85% até atingir a escala 0,5 de McFarland (como para disco-difusao).
A partir dessa suspensao bacteriana, deve-se fazer uma diluicao 1:10 e adi-
cionar aliquotas de 50 uL nas cavidades do aplicador de Steers.

IMPORTANTE: Sempre utilizar um molde em papel correspondente a placa
a ser inoculada com o aplicador de Steers, anotando a numeracao dos isola-
dos testados. SEMPRE fazer uma marca na base da placa, indicando o inicio
dos indculos (Figura 7).
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Figura7. Molde para placas de dgar diluicao

A seguir, deve-se introduzir o aplicador de Steers nos orificios e “carimbar” as
placas devidamente identificadas e com a superficie seca (Figura 8).

Figura8. Agar diluicio: Transferéncia das suspensdes bacterianas das cavidades do
aplicador de Steers para a placa de agar MH.

O teste deve ser feito sempre em duplicata. Primeiramente, inocular uma
placa sem o agente antimicrobiano para verificar a viabilidade do micror-
ganismo. A seguir, comegando-se pela concentracao mais baixa, inocular as
placas contendo as diferentes concentracdes de antimicrobiano. Apds a ino-
culagdo da placa com a maior concentracao, uma segunda placa de controle
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do crescimento deve ser inoculada para verificar possivel contaminacao ou
transferéncia significativa de antimicrobiano.

Ap6s a inoculagdo, as placas devem permanecer em temperatura ambiente
até que a umidade nos pontos de inéculo seja absorvida pelo agar. A seguir,
as placas devem ser invertidas e incubadas, a 35+1°C, e atmosfera e tempo
de incubac¢do adequados a cada microrganismo, de acordo com as orienta-
¢Oes das tabelas de ponto de corte do EUCAST/ BrCAST.

Decorrido o periodo de incubacao, as placas devem ser colocadas sobre uma
superficie escura, nao refletiva, para a determinacdo das CIMs. A CIM é defini-
da como sendo a menor concentracao do agente antimicrobiano que inibe
completamente o crescimento, descartando-se qualquer col6nia Unica ou
turvacao leve na superficie do meio causada pelo inéculo (Figura 9). Deve-se
lembrar de checar primeiro a viabilidade e pureza das cepas na placa sem
antimicrobiano, e se as cepas padrao encontram-se dentro dos limites acei-
taveis, de acordo com o EUCAST/BrCAST.

Sem antimicrobiano 8 pg/mL de Meropenem

Spot de crescimento em 1 (marca inicial assinalada) = S. maltophilia ATCC 13637; 2 = S. maltophilia ATCC SMDP92; 3 = P. aeruginosa ATCC 27853; 4 =
Escherichia coli ATCC 25922; 5 a 13 - cepas do Complexo Burkholderia cepacia. Figura apenas ilustrativa de uma placa sem antimicrobiano e uma placa
com antimicrobiano (8 ug/mL de meropenem).

Figura9. Agar diluicio.

4.3 Critérios de interpretacao de resultados do TSA
Algumas mudancas ocorreram recentemente na definicdao das categorias sensivel,

intermediario e resistente, de acordo com as novas orientacdes do EUCAST/BrCAST.
Assim, seguindo esses comités, as definicbes vigentes sao as seguintes:
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« S - Sensivel: um microrganismo é considerado “sensivel quando existe uma alta
probabilidade de sucesso terapéutico usando um regime de dosagem padrao do
agente.

| -Sensivel, exposicao aumentada: um microrganismo é considerado “sensivel, ex-
posicao aumentada” quando existe uma alta probabilidade de sucesso terapéuti-
co pela exposicao aumentada ao agente antimicrobiano, ajustando o regime de
dosagem ou por sua concentra¢do no local da infeccao.

« R -Resistente: um microorganismo é considerado “resistente” quando ha uma alta
probabilidade de falha terapéutica, mesmo quando ha aumento da exposi¢cao ao
antimicrobiano.

Apesar de o termo tradicionalmente descrito como "Intermediario” apresentar uma
nova interpretacao ("Sensivel, exposicao aumentada”), a abreviatura nos relatos do

TSA continua como

IIIII IIIII 4

sendo que a diferenca entre "S” e "I” é a quantidade de anti-

microbiano necessaria no local da infeccdo para que seja alcancada uma resposta
clinica adequada.

4.3.1

Area de Incerteza Técnica (AIT)

A AIT é outro termo de interpretacdo recentemente proposto pelo EUCAST
para algumas situagdes nas quais o resultado do TSA (CIM ou diametro de
halo) nao apresenta uma garantia de reprodutibilidade ou de interpretagao
clinica.

A AIT esta definida apenas para algumas combinagdes antimicrobiano/bac-
téria e ndo deve ser relatada ao clinico, exceto em circunstancias especiais
e apenas como parte de uma discussao sobre alternativas terapéuticas em
casos dificeis. A seguir, algumas alternativas que podem ser adotadas pelo
laboratério quando as leituras de halos de inibicao ou CIM coincidirem com
as AlTs:

« Repetir o teste — apenas quando existe razao para suspeitar de erro
técnico.

« Realizar um teste alternativo (CIM, teste para determinar mecanismo
de resisténcia) - relevante quando o teste alternativo é conclusivo (PCR
para detectar gene vanA ou vanB em enterococos, B-lactamase em H.
influenzae).

- Relatar resultados na faixa AIT como “incerto” — deixar a interpretacao em
branco e colocar um comentario no laudo, como, por exemplo: “Para essa
combinacao de antimicrobiano-bactéria, o resultado do TSA nao permite
descartar incertezas técnicas”

+ Relatar os resultados como “R". Se houver boas alternativas no resultado
do TSA, essa pode ser a opgao mais facil e segura.
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4.4 Precaucoes e cuidados especiais na realizacao do TSA

Todos os testes de sensibilidade aos antimicrobianos devem ser submetidos rotinei-
ramente a um controle de qualidade de rotina e um controle de qualidade interno
para determinacao da CIM e dos halos de inibicao (disco-difusao). As cepas ATCC a
serem utilizadas estao descritas nos documentos de controle de qualidade disponi-
veis nos sites do EUCAST/BrCAST.

Existem diversas variaveis que podem afetar o resultado de um teste de sensibilidade
e que devem, portanto, ser rigorosamente controladas pelo laboratério. A seguir, séo
descritas as principais:

« Espessura do dgar Mueller-Hinton: a placa de 90 mm deve ter uma espessura de
4 + 0,5 mm. Espessuras menores ou maiores podem levar a falsos resultados de
sensibilidade ou resisténcia, respectivamente.

+ Qualidade do meio de cultura utilizado: meios contendo altas concentracbes de
timina e timidina podem alterar os resultados do teste para sulfametoxazol/trime-
toprima. Utilizar sempre meio Mueller-Hinton de boa procedéncia.

- Concentracdes alteradas de Ca** e Mg** no meio de cultura: podem afetar os resul-
tados dos microrganismos frente a aminoglicosideos e polimixinas.

+ Qualidade e armazenamento dos discos: é importante checar sempre se a concen-
tracao do antimicrobiano no disco é a recomendada pelo EUCAST/BrCAST. Além
disso, a qualidade do papel de filtro utilizada na confec¢ao do disco também pode
interferir no resultado, visto que, quando de qualidade ruim, pode apresentar bor-
das irregulares, ou serem muito finos, prejudicando a perfeita aderéncia na super-
ficie do agar. Deve-se respeitar rigorosamente as condicées de armazenamento
dos discos, para evitar perda de poténcia do antimicrobiano.

« pH do meio de cultura: deve estar entre 7,2 e 7,4 para garantir resultados de sen-
sibilidade acurados.

- Armazenamento adequado das cepas-padrao: Eimportante, por exemplo, testar K.
quasipneumoniae ATCC 700603 (produtora da ESBL SHV-18) frente a B-lactamicos.
O armazenamento inadequado de cepas pode acarretar em perda de plasmideos
e, consequente, alteracao dos resultados esperados. O ideal é armazenar a -70°C.

- Fitas contendo gradiente de concentracao de antimicrobianos, também devem
ser submetidas a controle de qualidade, da mesma maneira que os discos, para
checar se estao dentro dos padrdes estabelecidos pelo EUCAST/ BrCAST.

4.5 Pontos criticos
« A correta identificacdo bacteriana é de fundamental importancia para a escolha
do método adequado para a realizacao dos testes de sensibilidade aos antimi-
crobianos. Em primeiro lugar porque, dependendo do microrganismo, diferentes
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metodologias sdao indicadas. Em segundo lugar, porque os microrganismos pos-
suem resisténcia intrinseca a determinados antimicrobianos, o que torna desne-
cessario testar antimicrobianos aos quais os microrganismos sao intrinsecamente
resistentes. Consultar sempre as tabelas de ponto de corte do EUCAST/BrCAST
para definir a melhor metodologia e a tabela de resisténcia intrinseca para cada
microrganismo.

Observar sempre, com muita atencao, a concentracao do antimicrobiano no disco
que é recomendada pelo EUCAST/BrCAST, que diferem em alguns casos com os
do CLSI.

MH-F e caldo MH-F sao usados para testar Streptococcus spp. (incluindo S. pneumo-
niae), Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Listeria monocytogenes, Cam-
pylobacter jejuni e C. coli, Pasteurella multocida, Corynebacterium spp., Aerococcus
sanguinicola e A. urinae, Kingella kingae e outros microrganismos fastidiosos.

Agar diluicdo é o método referéncia para testar fosfomicina em relacao a bactérias
da ordem Enterobacterales, Pseudomonas spp e Staphylococcus aureus. A CIM para
fosfomicina deve ser determinada na presenca de glicose-6-fosfato (25 mg por
litro de agar MH).

A CIM de colistina/polimixina B deve ser determinada por microdiluicdao em caldo.
O controle de qualidade deve ser realizado com cepa sensivel (E. coli ATCC 25922
ou P. aeruginosa ATCC 27853) e cepa resistente (E. coli NCTC 13846 - cepa MCR-1
positiva). Para o preparo das solugdes de antimicrobiano usar sempre sulfato de
colistina ou sulfato de polimixina B.

Validar as placas de microdiluicao em caldo e agar diluicao realizando o controle
de qualidade com as cepas de referéncia indicadas nas tabelas de ponto de corte
do EUCAST/BrCAST para diversos microrganismos. Por exemplo, Escherichia coli
ATCC 25922 para membros da ordem Enterobacterales e Stenotrophomonas malto-
philia, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 para Pseudomonas spp. e Acinetobac-
ter spp., Staphylococcus aureus ATCC 25923 para Staphylococcus spp., Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 para S. pneumoniae. Utilizar em todas as placas de micro-
diluicdo em caldo.

A CIM de glicopeptideos é dependente do método e deve ser determinada por
microdiluicao em caldo. S. aureus com CIM de 2 mg/L para vancomicina estao no li-
mite da distribuicao da CIM para populacao bacteriana do tipo selvagem (isolados
sensiveis sem mecanismos de resisténcia) e pode haver diminuicao da resposta
clinica. O ponto de corte (resistente) foi diminuido para 2 mg/L para evitar que iso-
lados intermediarios (GISA - “Glycopeptide Intermediate Staphylococcus aureus”)
sejam relatados, ja que infeccdes graves por GISA nao sao trataveis com doses al-
tas de vancomicina ou teicoplanina.

Para determinacao da CIM de tigeciclina por microdiluicdo, o meio deve ser fresco,
preparado no dia do uso. Pontos de corte de diametro do halo de inibicao sao va-
lidados apenas para E. coli.
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« Nitrofurantoina: testar apenas para E. coliisolada de infeccao do trato urinario (ITU)
baixa nao complicada.

« S.aureus, S. lugdunensis e S. saprophyticus com CIM de oxacilina >2 mg/L sao, em
sua maioria, resistentes a meticilina pela presenca do gene mecA ou gene mecC.
Ocasionalmente, valores de CIM de oxacilina sdo altos em S. aureus na auséncia
de resisténcia mediada por gene mec. Essas cepas sao conhecidas como BORSA
(“Borderline Oxacillin-Resistant S. aureus”). O EUCAST nao recomenda uma tria-
gem sistematica para BORSA. Para estafilococos coagulase negativo, exceto S. sa-
prophyticus e S. lugdunensis, a CIM de oxacilina em cepas resistentes a meticilina é
>0,25 mg/L. S. aureus e S. lugdunensis com valores de CIM para cefoxitina >4 mg/L
e S. saprophyticus com valores de CIM para cefoxitina >8 mg/L sdo resistentes a
meticilina (oxacilina) principalmente devido a presenca do gene mecA ou mecC.

« E. faecium resistente as penicilinas podem ser considerados resistentes a todos os
agentes B-lactamicos incluindo os carbapenémicos. Resisténcia a ampicilina em
E. faecalis é rara e deve ser confirmada com um método de determinacgao da CIM.

- Enterococos sensiveis a vancomicina apresentam halos de inibicdo com bordas
bem definidas e ndo apresentam col6nias dentro do halo de inibicdo (Figura 10).
Suspeitar de resisténcia quando as bordas forem mal definidas (irregulares ou di-
fusas) ou quando houver crescimento de col6nias dentro do halo de inibicao, mes-
mo que o diametro do halo seja = 12 mm. Os isolados nao podem ser relatados
como sensiveis antes de 24h de incubacgao. Resultados duvidosos devem ser con-
firmados por determinacao da CIM e/ou deteccao dos genes van por PCR.

a) borda bem definida e didmetro de halo = 12 mm. Reportar sensivel; b-d) bordas esfumagadas ou colénias dentro do halo de inibig&o. Realizar teste
confirmatdrio com PCR ou reportar resistente, mesmo com didmetro de halo = 12 mm. Fonte: EUCAST/BrCAST®.

Figura 10. Exemplos de halos de inibicao em Enterococcus spp. com vancomicina.

A resisténcia induzivel a clindamicina pode ser detectada pelo antagonismo da
atividade da clindamicina por agente macrolideo. Se o antagonismo nao for de-
tectado, reportar o resultado da clindamicina exatamente como encontrado no
TSA. Se detectado antagonismo, reportar como resistente a clindamicina e con-
siderar a inclusao do comentario: “A clindamicina ainda pode ser utilizada para
tratamento de curta duragao ou tratamento de infeccdes menos graves de pele e
tecidos moles porque é improvavel haver desenvolvimento de resisténcia plena
durante o tratamento”.
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O teste de triagem com disco de oxacilina 1 ug para S. pneumoniae e H. influenzae
deve ser utilizado para excluir mecanismos de resisténcia aos [3-lactamicos. Quan-
do o teste de triagem for negativo (halo de inibicdo > 20 mm), todos os agentes
B-lactamicos para os quais estao disponiveis pontos de corte clinicos, poderdo ser
relatados como sensiveis sem a realizacao de testes adicionais. Quando a triagem
for positiva (halo de inibicao <20 mm), consultar o fluxograma na tabela de ponto
de corte do EUCAST/ BrCAST para interpretacao.

Isolados nao sensiveis a teicoplanina sao raros ou ainda ndo foram reportados. A
identificacao e o teste de sensibilidade em isolados nédo sensiveis devem ser con-
firmados em centro de referéncia.

Um ponto critico importante em relacao a padronizacdo estabelecida pelo EU-
CAST/BrCAST é que nao existem pontos de corte definidos para todos os antimi-
crobianos, assim como tabelas especificas para todos os microrganismos. Nessa
categoria se incluem os bacilos Gram-negativos nao fermentadores da glicose ou-
tros que nao Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas maltophi-
lia, por exemplo. Em todos os casos em que nao ha pontos de corte estabelecidos,
a sugestao é utilizar os pontos de corte baseados em PK/PD [ver tabela especifica
no site do BrCAST (www.brcast.org) ou do EUCAST (www.eucast.org)], sem relacao
com espécies. Nesses casos, deve-se utilizar as tabelas de PK/PD que constam no
documento EUCAST/ BrCAST, que sao baseadas em resultados da CIM, os quais
devem ser relatados nos resultados. Quando a CIM for maior que o ponto de corte
PK/PD de resisténcia, desaconselhar o uso do antimicrobiano. Se a CIM for menor
ou igual ao ponto de corte PK/PD de sensibilidade, sugerir o uso do antimicro-
biano, com precaugao. Incluir uma nota no laudo informando que o resultado foi
baseado em pontos de corte PK/PD e incluir a dosagem na qual o ponto de corte
foi estabelecido.

E quando nao ha pontos de corte PK/PD? Os motivos pelos quais os pontos de
corte de PK-PD nao estdo disponiveis podem ser em funcao de ndo haver dados
para o agente quando ele foi originalmente avaliado ou subsequentemente revi-
sado. A orientacao é determinar se a CIM do isolado é consistente com a CIM do
tipo selvagem. Acessar o site de distribuicao do EUCAST MIC (https://mic.eucast.
org/Eucast2/) e digitar o nome da espécie ou do agente. Se encontrar uma distri-
buicao que corresponda as espécies relevantes (ou de uma espécie relacionada as
espécies em questao) e agente antimicrobiano, podera decidir se a CIM pertence
ou ndo ao tipo selvagem. Se a CIM for consistente com o tipo selvagem, é possivel
fazer uma comparagao com outras espécies para as quais ja exista uma categori-
zacao clinica do tipo selvagem (ou seja, pontos de corte ja foram determinados).
Sugestao no laudo: se a CIM estiver na faixa de tipo selvagem para as espécies ou
espécies relacionadas, sugerir que o agente pode ser usado com cautela. Se a CIM
estiver acima da faixa do tipo selvagem, o agente nao deve ser usado. A CIM tam-
bém pode ser relatada, embora isso nao seja essencial.
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APENDICE CAPITULO 4

Preparo de Meios de cultura, solucdes e afins

1. Preparo in house do padrao 0,5 da escala de McFarland

+ Adicionar 0,5 mL de solugdo de BaCl, 0,048 mol/L (1,175% p/v BaCl,-2H,0) a 99,5 mL de solu¢do de
H,S0, 0,18 mol/L (0,36 N) (1% v/v) e misturar bem.

+ Conferir a densidade 6ptica da suspensdo em um espectrofotdmetro A absorbancia em 625 nm deve
ser na faixa de 0,08 a 0,13.

+ Distribuir a suspensdo em tubos de mesmo tamanho e espessura que aqueles utilizados para testar o
ajuste do in6culo. Vedar os tubos com papel aluminio.

* Armazenar os padrdes vedados no escuro, em temperatura ambiente.
+ Agitar os padrdes vigorosamente em um agitador (vértex) imediatamente antes do uso.
+  Substituir a escala a cada 6 meses.

+ Os padrdes adquiridos comercialmente devem ser verificados para assegurar que a absorbancia esta
dentro dos limites aceitaveis.

2. Preparo do meio MH-F
2.1 Preparo da solucdo estoque de sangue de cavalo lisado a 50%:

+ Diluir assepticamente o sangue de cavalo desfibrinado com uma igual quantidade de dgua deio-
nizada estéril.

« Congelar o sangue a -20°C overnight e descongelar. Repetir o ciclo até que as células estejam
completamente lisadas (geralmente, 3 ciclos sdo suficientes, mas, dependendo do caso, podem
ser necessarios até 7 ciclos).

+ Clarificar o sangue lisado de cavalo a 50% por centrifugacdo e descartar o pellet. A obtenc¢do de
uma solucdo clara é fundamental para a leitura do teste. Falha em clarificar a solu¢do pode ser de-
vida a lise inadequada ou centrifugacdo. A repeticdo da centrifugacdo pode melhorar a claridade
da solugdo. A solucdo estoque pode ser armazenada a -20°C em aliquotas e descongeladas para
uso. Ndo congelar novamente a solu¢do ndo utilizada.

2.2 Preparo da solucdo estoque de 3-NAD:
+ Dissolver B-NAD em agua deionizada a uma concentra¢do de 20 mg/mL.
+ Esterilizar a solu¢do através de uma membrana de filtro 0.2 pm.

« Asolucdo estoque pode ser armazenada a -20°C em aliquotas e descongelada para uso. Ndo con-
gelar novamente a solugao descongelada.

2.3 Preparo do meio MH-F:

+ Preparar e autoclavar o agar Mueller-Hinton, de acordo com as recomenda¢des do fabricante.
Porém, deve-se usar menos 100 mL de dgua deionizada por litro para permitir a adi¢do de sangue
lisado de cavalo. Resfriar o meio a 42-45°C.

+ Adicionar assepticamente 100 mL de sangue lisado de cavalo a 50% e 1 mL de solucdo estoque de
B-NAD por litro de meio e misturar bem.

+ Dispensar o MH-F nas placas de Petri estéreis para obter espessura de 4 + 0,5 mm (aproximada-
mente 25 mL em placas de 90 mm e 70 mL em placas de 150 mm de diametro). Vedar em sacos
plasticos hermeticamente fechados e manter em geladeira entre 4-8°C.

3. Preparo de Caldo Mueller-Hinton cation-ajustado

+ Ajustes de cations ndo sdo necessarios quando o meio recebido do fabricante ja contém as concen-
tragdes corretas [de 20 a 25 mg de Ca**/L (50 mg/L para daptomicina) e de 10 a 12,5 mg de Mg**/L] de
cations divalentes.

+ Para ajuste de Mg**: utilizar cloreto de magnésio a 10 mg/mL. Dissolver 8,36 g de MgCl.. 6 H,O em 100
mL de agua ultrapura.

+ Para ajuste de Ca**: utilizar cloreto de célcio a 10 mg/mL. Dissolver 3,68 g de CaCl,. 2 H,O0 em 100 ml|
de agua ultrapura.

+ AssolugBes de cations devem ser esterilizadas por filtragdo em membrana e estocadas a 2-8°C.
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*  Preparar o caldo Mueller-Hinton conforme orientacdo do fabricante, autoclavar e refrigerar a 2-8°C
em um banho de gelo antes da adigdo dos cations, caso seja utilizado no mesmo dia. Nota: em meios
comerciais desidratados pode haver concentragdo de Ca** ou Mg**. Essa concentragdo inicial deve ser
levada em consideragao quando se calcular a quantidade de Ca** ou Mg** a ser adicionada ao meio.

+ Adicionar 0,1 mL da solugdo-estoque refrigerada de Ca** ou Mg** por litro de caldo, para cada incre-
mento desejado de 1 mg/L na concentracao final do CMHCA.

Para meios sem concentragdo de Ca**ou Mg*, adicionar:
- 2,0mL da solu¢do 10mg/mL de Ca* > 1000 mL de meio
- 1,0 ml da solu¢do 10 mg/ ml de Mg* -> 1000 mL de meio
4. Preparo do Caldo Mueller-Hinton cation-ajustado para bactérias fastidiosas:

* Preparar e autoclavar o caldo MH de acordo com as recomendacdes do fabricante, ou adicionando os
cations em separado quando utilizar CMH sem ajuste de cations, porém, com menos 100 mL de agua
deionizada por litro para permitir a adicdo de sangue lisado de cavalo.

Resfriar o meio a 42-45°C.

+ Adicionar assepticamente 100 mL de sangue lisado de cavalo a 50% e 1 mL de solu¢do estoque de
B-NAD por litro de meio e misturar bem.

+ Dispensar o CMHCA-F em frascos estéreis com tampa rosca
« Estocar o CMHCA-F a 4-8°C por até 3 meses.
5. Preparo das solu¢des estoque (mae) de antimicrobianos:

+ Calcular o peso do antibiético, levando-se em consideragao a poténcia da droga (que consta no rétulo
do frasco do antimicrobiano):

Volume (mL) x Concentrag¢do (ug/mL)

Peso (mg) =
Poténcia (ug/mg)
+  Exemplo:
1 (mL) x 10.000 (ug/mL)
Peso (mg) = =12,88 mg

776 (ug/mg)

Entdo: Dissolver 12,88 mg do p6 do antimicrobiano no solvente indicado e completar o volume para 1
mL com o diluente. Consultar a Tabela de Solventes e Diluentes para o Preparo de Solugdes Estoque
de Agentes Antimicrobianos.

+  Exemplos:

T T B

Ceftazidima Carbonato de s6dio Agua
Colistina Agua Agua
Imipenem Tampéo fosfato, pH 7,2. 0,01M Tampéo fosfato, pH 7,2. 0,01M
Fosfomicina Agua Agua
Meropenem Agua Agua
Polimixina B Agua Agua
Vancomicina Agua Agua

5.1. Preparo de solugao estoque (mae) para agentes antimicrobianos com atividade expressa em unida-
des (U):

« Dividir a atividade expressa no rétulo do frasco do antimicrobiano em U/mg por 10 pg/U, para
obter a poténcia do antimicrobiano.

+ Exemplo: Sulfato de Polimixina B = 7760U/mg*
*ATENCAO: 3 J/mg varia a cada lote do antimicrobiano (SEMPRE consultar o rétulo o antimicrobiano)
Poténcia (ug/mg) = 7760/10 = 776pg/mg

« Calculo do peso do antimicrobiano, levando-se em considera¢do a poténcia da droga:
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Volume (mL) x Concentrag¢do (ug/mL)

Peso (mg) =
Poténcia (ug/mg)

*  Exemplo: para preparo de TmL de solu¢dao 10mg/mL (10.000ug/mL):

1 (mL) x 10.000 (ug/mL)
Peso (mg) = =12,88 mg
776 (ug/mg)

Assim, dissolver 12,88mg de sulfato de polimixina B em 1mL de dgua ultrapura estéril. Preparar aliquo-
tas desta solu¢do em microtubos identificados, e conservar em freezer -20°C ou, preferencialmente,

a - 70°C. Antimicrobianos fotossensiveis, tais como, ciprofloxacina e levofloxacina, devem ser envoltos
em papel aluminio antes do congelamento.
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Capitulo 5:

Outros testes para deteccdo fenotipica de resisténcia

bacteriana aos antimicrobianos

5.1

Darlan Augusto da Costa Rocha
Jorge Luiz Mello Sampaio

Testes para a deteccao de ESBL

As B-lactamases sao enzimas capazes de hidrolisar o anel 3-lactamico presente em al-
guns compostos quimicos (antimicrobianos 3-lactamicos); sdo amplamente estuda-
das, principalmente por possuirem uma relacdao direta com o uso racional de antimi-
crobianos. Essas enzimas sao bioquimicamente classificadas em dois grandes grupos,
de acordo com a maneira que hidrolisam o substrato: serino 3-lactamases, as quais
possuem um residuo de serina no sitio ativo da enzima e as metalo (3-lactamases, que
possuem uma ou duas moléculas de ions de zinco em seu sitio-ativo, facilitando a
reacao hidrolitica'. Também sao classificadas de acordo com a homologia de aminoa-
cidos do sitio-ativo e peso molecular, além da funcionalidade de cada enzima frente
a determinado substrato (antimicrobianos B-lactamicos) ou bloqueador enzimatico
(exemplo: acido clavulanico, avibactam e EDTA - Etilenodiamino tetra-acético). Sao
4 grupos moleculares (A, B, C e D) e 17 subgrupos funcionais (1, 1e, 2a, 2b, 2be, 2br,
2ber, 2¢, 2ce, 2d, 2de, 2df, 2e, 2f, 3a, 3b e NI - N&o incluidos)?*.

A sintese de novos B-lactamicos nos anos 70-80 foi realizada pela adicao de diferen-
tes radicais ao anel B-lactamico para que pudessem apresentar uma menor afinidade
com as enzimas P-lactamases até entao caracterizadas, de forma a apresentar uma
maior resisténcia a acao dessas enzimas. A pressao seletiva causada pela utilizacao
clinica, e eventualmente, indiscriminada desses compostos, provavelmente sele-
cionou mutantes com novas enzimas a cada novo B-lactamico clinicamente dispo-
nibilizado, incluindo as oxiimino-cefalosporinas, amplamente utilizadas para o tra-
tamento de bactérias Gram-negativas em infeccdes graves nos anos 80. A primeira
enzima com capacidade de hidrolisar as oxiimino-cefalosporinas foi SHV-2, isolada
na Alemanha em Klebsiella ozaenae e as enzimas com tal capacidade foram denomi-
nadas Extended-spectrum (3-lactamases (B-lactamases de espectro estendido — ESBL).
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No Brasil, a primeira publicacao relatando a resisténcia a cefepima em isolados resis-
tentes a ceftazidima, apesar da observacao na pratica clinica desde 1985 de isolados
com resisténcia a cefalosporinas de terceira geracao, foi apenas em 1994,

No entanto, somente em 1997 foi publicado o primeiro estudo com confirmacgao de
72 isolados de K. pneumoniae produtoras de ESBLS. O primeiro trabalho molecular
para caracterizacao de ESBL no Brasil foi apenas nos anos 2000, evidenciando que
as ESBLs mais frequentes eram do tipo CTX-M’. Um recente trabalho de revisdao da
resisténcia em Enterobacterales no Brasil demonstra que a maioria das ESBL no cena-
rio nacional sao enzimas dos tipos CTX-M, SHV, TEM, com destaque para a CTX-M-2
que foi a enzima mais frequentemente detectada®. Desde o inicio dos anos 80, as
ESBLs foram descritas em vdrios paises, com expansao de clones que produziam es-
sas B-lactamases, bem como por transferéncia de plasmideos. Enterobacterales pro-
dutoras de ESBL primariamente eram isoladas, em sua grande maioria, em pacientes
hospitalizados. Contudo, apds os anos 2000 se tornou frequente o isolamento desses
microrganismos a partir de pacientes da comunidade®'.

As ESBL sao enzimas capazes de hidrolisar praticamente todas as penicilinas, bem
como as oxiimino-cefalosporinas: cefalosporinas de seqgunda, terceira e quarta gera-
cao (exemplo: cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefepima), além de
monobactamicos (ex: aztreonam). Contudo, nao hidrolisam carbapenémicos e ce-
famicinas (cefoxitina e cefotetan) e sao bloqueadas por inibidores de B-lactamases,
como acido clavulanico, sulbactam, tazobactam e avibactam. A maioria das ESBLs sdao
classificadas na categoria molecular A e funcional 2be'391112,

A deteccao laboratorial de Enterobacterales produtoras de ESBLs é feita por métodos
de triagem seguidos por métodos confirmatdérios que possuem critérios de interpre-
tacdo relativamente diferentes a depender da espécie do microrganismo isolado, de
acordo com as diretrizes recomendadas pelo EUCAST/BrCAST" Os métodos de tria-
gem podem ser realizados utilizando ceftazidima E ceftriaxona/cefotaxima, ou ainda
cefpodoxima isoladamente por disco-difusao, microdiluicdo em caldo, diluicao em
agar ou, ainda, por sistemas automatizados. O teste se baseia na deteccao de isolados
nao sensiveis a dose padrao para esses antimicrobianos. Deve-se ressaltar a impor-
tancia da utilizacao de diferentes cefalosporinas de terceira geragao para aumentar a
sensibilidade do método em Enterobacterales, uma vez que ha diferenca substancial
na Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para cada isolado, a depender do tipo de en-
zima produzida''8, Ja, para Enterobacterales do grupo CESP/MYSPACE (Enterobacter
spp., Serratia spp., Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia spp., Hafnia
alvei) o recomendado é a utilizacao da cefepima, uma vez que a desrepressao da ex-
pressao de B-lactamases do tipo AmpC cromossdmicas pode ocorrer nessas espécies,
um mecanismo comum de resisténcia a cefalosporinas de terceira geragao'.
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O método de triagem para ESBL por disco-difusao e microdiluicao em caldo deve ser
interpretado de acordo com os critérios recomendados pelo EUCAST/BrCAST, com os
seguintes pontos de corte: CIM >1mg/L para qualquer um dos antimicrobianos (cef-
tazidima, ceftriaxona/cefotaxima, ou cefpodoxima) e halos de inibicao menores que
21 mm para cefotaxima (discos com poténcia de 5 mg) e cefpodoxima (discos com
poténcia de 10 mg); halos menores que 23 mm para ceftriaxona (discos com poténcia
de 30mg) e halos menores que 22 mm para ceftazidima (discos com poténcia de 10
mg)">.

Equipamentos automatizados também podem ser utilizados para a deteccao de ESBL
e se baseiam no bloqueio enzimatico por acido clavulanico em combinagao com ce-
falosporinas de terceira e quarta geracao (cefepima, cefotaxima e ceftazidima), jun-
tamente com um algoritmo que interpreta a CIM para os antimicrobianos puros. De
modo geral, a reducao do sinal do crescimento detectado no teste combinado em re-
lagao ao sinal detectado no teste com antimicrobiano puro, é indicativo de producao
de ESBL. Além disso, o préprio software consegue interpretar o valor das CIMs para
os diversos [3-lactamicos testados em cada painel e sugerir o provavel fenétipo em
relacao a resisténcia bacteriana (exemplo: penicinilase, ESBL, AmpCs, entre outros).
A sensibilidade dos principais métodos automatizados varia de 83,5% a 98,8%, e a
especificidade de 52,2% a 78% quando todas as Enterobacterales sao consideradas
no calculo™ -2,

Uma vez realizada a triagem de isolados resistentes, sao executados métodos confir-
matérios. A microdiluicao em caldo para confirmacao de ESBL é realizada utilizando
ceftazidima, ceftriaxona e cefepima em diluicbes seriadas (razdo 2) e os mesmos an-
timicrobianos acrescidos de uma concentracao fixa de acido clavulanico de 4mg/L
em todas as dilui¢des. O teste é positivo se houver uma diferenca de pelo menos 8
vezes (trés diluicdes) entre a CIM do antimicrobiano puro e do teste realizado com o
acréscimo de acido clavulanico®.

O teste de combinacdo de discos é realizado utilizando discos de ceftazidima e ce-
fotaxima (discos com poténcia de 10 mg e 5 mg respectivamente)® que sao dis-
postos em placa contendo agar Mueller-Hinton com um inéculo bacteriano padrao
equivalente a escala 0,5 de McFarland. Além desses discos, sdao adicionados discos
dos mesmos antimicrobianos acrescidos de 10 mg de acido clavulanico. O teste é
considerado positivo se houver um aumento no halo de inibicao maior ou igual a 5
mm, comparando-se o disco com acido clavulanico com o disco contendo apenas a
cefalosporina*?,

O método de Jarlier?® ou de disco aproximacdo, que se baseia no sinergismo entre
os discos contendo cefalosporinas de terceira e quarta geragao que sao dispostos
préximos ao disco contendo amoxicilina-acido clavulanico, também pode ser utiliza-
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do para confirmagdo de ESBL. Em uma placa contendo agar Mueller-Hinton com um
indculo bacteriano padrao equivalente a escala 0,5 de McFarland sao dispostos os
discos de cefotaxima, ceftazidima e cefepima (discos com poténcia de 30 mg) a uma
distancia de 15 a 30 mm centro a centro em relacao ao disco de amoxicilina-acido
clavulanico (20-10 mg). O teste é positivo quando a zona de inibicao é aumentada em
direcao ao disco de amoxicilina-acido clavulanico?.

Existem no mercado fitas de gradiente de concentragao de antimicrobiano especifi-
cas para a deteccao de ESBL. Elas séo uma combinacdo de cefalosporinas de terceira
geracao de um lado, e 0 mesmo antimicrobiano de outro com adicao do acido cla-
vulanico. A interpretacao do teste deve ser realizada de acordo com o recomendado
pelo fabricante. Da mesma forma que é interpretada a microdiluicao em caldo, uma
reducao de 8 vezes (3 dilui¢cdes) na CIM do antimicrobiano combinado com acido
clavulanico em relagao ao puro, indica a producao de ESBL. Também é indicativo de
producdo de ESBL o aparecimento de uma zona de inibicao no meio da fita (zona
fantasma) ou qualquer deformidade nas elipses. E importante ressaltar que esse teste
é apenas para confirmar a producao de ESBL e ndo é recomendado para determinar
a CIM™,

5.1.1 Métodos alternativos
a) Método tridimensional

Um método alternativo para a deteccao de ESBL é o método tridimensional,
no qual o microrganismo estudado é semeado na superficie do agar Muel-
ler-Hinton com turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland, fendas cir-
culares sao produzidas no agar e um inéculo mais denso (10° a 10" UFC/
mL) é dispensado até o completo preenchimento da fenda. Os discos sdo
dispensados a uma distancia de 3 mm das fendas preenchidas com o in6-
culo bacteriano. Posteriormente, é realizada uma analise por inspecao nas
margens da zona de inibicdo com a fenda contendo o inéculo. A hidrélise
do antimicrobiano pela ESBL ocorre de acordo com a difusdo pela fenda e
a distorcao/descontinuidade da zona de inibicao e crescimento de colbnias
isoladas indica presenca de ESBL com sensibilidade de 93%?.

b) Métodos colorimétricos

A deteccao de ESBL também pode ser feita de maneira rapida (menos de
2 horas) utilizando testes colorimétricos (ESBL NDP), que sao baseados na
hidrélise do anel B-lactamico com reducao do pH e alteracao da cor do meio
de vermelho para amarelo, efeito possibilitado pela adicao do indicador de
pH vermelho de fenol. O primeiro teste foi descrito em 2012 e usa cefotaxima
como cefalosporina indicadora. A sensibilidade do método é de 92,6%, en-

116




5.2

Moédulo 10 - Detecgao dos Principais Mecanismos de Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos

quanto a especificidade é de 100%?°. Outro método colorimétrico é baseado
na utilizacao de uma cefalosporina cromogénica HMRZ-86 (3Lacta Test) que
detecta Enterobacterales resistentes as cefalosporinas de terceira geracao. O
teste apresenta uma sensibilidade e especificidade de 96% e 100%, respecti-
vamente, quando as espécies testadas sao K. pneumoniae e E. coli e o tempo
para execucao é de apenas 15 minutos®.

¢) Meios cromogénicos

Meios de cultura, de modo geral, também podem ser suplementados com
cefalosporinas de terceira geracao, a exemplo de cefotaxima e ceftazidima
para o isolamento de microrganismos produtores de ESBL. Nesse contexto,
se destacam os meios cromogénicos por permitirem a identificacao presun-
tiva de microrganismos diferenciando as col6nias pela colorac¢ao, reduzindo
substancialmente o tempo para o isolamento de bactérias produtoras de
ESBL, especialmente em rotinas de cultura de vigilancia. Ha disponibilidade
no mercado de algumas marcas de meios cromogénicos para essa finalidade
e que apresentam sensibilidade que varia de 74,6% a 94,9% e especificidade
entre 94,9% a 96,8%, a depender do fabricante®'*2,

Testes para a deteccao de AmpC

As enzimas B-lactamases do tipo AmpC hidrolisam penicilinas, cefalosporinas até ter-
ceira geracao (nao hidrolisam cefalosporinas de quarta geracao, a exemplo de cefepi-
ma) e hidrolisam cefamicinas (com excecao da enzima ACC-1, uma AmpC mediada
por plasmideo que nao hidrolisa cefoxitina) e ndo sao ou sao fracamente inibidas
pelos bloqueadores de 3-lactamases classicos, a exemplo de 4cido clavulanico®?*. As
Enterobacterales do grupo CESP/MYSPACE (Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Providencia spp., Hafnia alvei) possuem genes cromos-
somicos que codificam para AmpCs e sao induziveis. Nessas bactérias, a desrepressao
dos genes ou hiperproducao podem conferir altos niveis de resisténcia. Ja K. pneumo-
niae, Salmonella spp. e P. mirabilis podem adquirir genes plasmidiais que carreiam o
gene ampC, o que confere as mesmas caracteristicas observadas em mutantes que
possuem genes cromossdmicos que estao desreprimidos e levam a hiperproducao
dessas enzimas. Os niveis de resisténcia dependem da expressao ou outros meca-
nismos de resisténcia (expressao de bombas de efluxo ou perda de permeabilidade).
Escherichia coli e Shigella spp. podem produzir AmpCs de maneira natural, ou seja,
codificadas por cromossomos; contudo, neste caso, a enzima é produzida em um ni-
vel minimo porque os genes promotores de AmpC sao considerados “fracos”. Nessas
espécies, também pode haver a producao de AmpC por mutagao nos promotores de
ampC ou aquisicao de plasmideos, consequentemente produzindo niveis mais altos
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de resisténcia. E importante ressaltar que a producao de AmpC plasmidial associada
a efluxo e/ou perda de permeabilidade pode levar a resisténcia a carbapenémicos***.

Os primeiros isolados produtores de AmpC codificadas por plasmideos foram nos
anos 80 e tém sido detectadas globalmente, provavelmente por disseminagao clonal
ou transferéncia horizontal. As enzimas do tipo AmpC sao categorizadas na classe C
pela classificacao molecular das B-lactamases®3**. Dentre as enzimas do tipo AmpC,
varias linhagens sao provenientes de AmpCs cromossémicas, por exemplo, MIR e
ACT de Enterobacter spp.; CMY, LAT e FCE de Citrobacter spp.; DHA, ACC e FOX de
Morganella morganii, Hafnia alveii e Aeromonas spp. respectivamente. Dessas, as mais
frequentemente detectadas sao as do tipo CMY-2 e DHA®“.

Os métodos de deteccao de AmpCs se baseiam na resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracao (ceftazidima ou cefotaxima) e uma cefamicina (cefoxitina), bem
como testes de sinergismo com cloxacilina e bloqueio enzimatico com acido fenil-
-bordnico. E importante ressaltar que a utilizacdo da cefoxitina pode ser prejudicada
em microrganismos que apresentam deficiéncia de porinas e que, consequentemen-
te, apresentam resisténcia a esse antimicrobiano®*¥,

Os métodos de triagem de AmpCs por disco-difusao e microdiluicao em caldo devem
ser interpretados de acordo com os critérios recomendados pelo EUCAST/BrCAST,
com os seguintes pontos de corte: CIM maior que 8 mg/L e <19 mm de zona de ini-
bicao no teste por disco-difusao para cefoxitina (disco com poténcia de 30 mg), CIM
maior que 2 mg/L ou zona de inibicdo <17 mm para cefotaxima (disco com poténcia
de 5 mg) e CIM maior que 4 mg/L ou zona de inibicdo <19 mm para ceftazidima (disco
com poténcia de 10 mg). Embora menos especifico, para laboratérios que nao testam
cefoxitina, uma das alternativas é testar cefepima (disco com poténcia de 30 mg) jun-
tamente com cefotaxima (disco com poténcia de 5 mg) e/ou ceftazidima (disco com
poténcia de 10 mg) e amoxicilina-acido clavulanico (disco com poténcia de 20-10
mgq). A sensibilidade a cefalosporina de quarta geracgao, a resisténcia as de terceira
geracao e a hao resposta ao bloqueador de acido clavulanico pode auxiliar na identi-
ficacdo de isolados produtores de AmpC'3,

Uma alternativa para triagem de isolados produtores de AmpC também pode ser
executado utilizando um disco de cefoxitina (disco com poténcia de 30mg) puro que
é disposto em uma placa contendo agar Mueller-Hinton com um inéculo bacteriano
padrdo equivalente a escala 0,5 de McFarland. Além do disco contendo apenas o an-
timicrobiano, deve ser adicionado outro disco do mesmo antimicrobiano acrescido
de 200mg de cloxacilina. O teste é considerado positivo se houver um aumento no
halo de inibicao de, pelo menos, 4 mm comparando-se os halos do disco com e sem
cloxacilina. Esse teste apresenta sensibilidade de 95% e especificidade de 95%?.
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Alternativamente, podem ser utilizados os antimicrobianos cefoxitina e ceftazidima
puros e acrescidos de 400mg de acido fenil-borénico, um bloqueador enzimatico de
serino B-lactamases. Um disco de cefoxitina (disco com poténcia de 30 mg) e um dis-
co de ceftazidima (disco com poténcia de 10 mg) puro sdao dispostos em uma placa
contendo agar Mueller Hinton com um inéculo bacteriano padrao equivalente a es-
cala 0,5 de McFarland. Nessa placa sao adicionados outros discos dos mesmos antimi-
crobianos acrescidos de 400 mg de acido fenilborénico. O teste serd considerado po-
sitivo quando a diferenca entre as zonas de inibicdo para os discos puro e acrescido
do bloqueador apresentar valor maior ou igual a 5mm para os dois antimicrobianos®.

Testes para deteccao de carbapenemases

Os carbapenémicos sao até hoje a classe de antimicrobianos mais utilizada no trata-
mento das infec¢des graves causadas por bacilos Gram-negativos em ambiente hos-
pitalar, e, por esse motivo, a disseminacao de carbapenemases é, dentro do problema
da resisténcia bacteriana, talvez o topico mais importante. A producao de carbape-
nemases é o mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos mais frequente e mais
eficiente em Enterobacterales em todo o mundo*. Carbapenemases sao -lactamases
capazes de hidrolisar carbapenémicos, sendo que algumas tém a capacidade de hi-
drolisar todas as classes de [3-lactamicos atualmente disponiveis. Excetuando as car-
bapenemases da classe B de Ambler*, que possuem uma ou mais moléculas de zinco
em seu sitio ativo, as carbapenemases das classes A, C e D possuem um residuo de
serina em seu sitio catalitico.

As carbapenemases sao um grupo amplo e diverso de enzimas, sendo as de maior
importancia clinica na classe A as variantes de KPC - Klebsiella pneumoniae carbape-
nemase; na classe B as variantes de NDM - New Delhi metallo-[3-lactamase, na classe
CaCMY-10 e na classe D as variantes de OXA. Essas enzimas usualmente apresentam
seus determinantes genéticos localizados em transposons e plasmideos, o que fa-
cilita a sua disseminacao®. As carbapenemases diferem amplamente quanto a sua
efetividade na hidrélise de carbapenémicos; portanto, sua deteccao no laboratério
de rotina de microbiologia por métodos fenotipicos representa um desafio. Além da
grande variacao dos coeficientes de hidrdlise, ha variabilidade da expressao em di-
ferentes microrganismos e contextos genéticos*'** e, consequentemente, o fenétipo
de resisténcia pode ser de resisténcia a todos os carbapenémicos e cefalosporinas,
observado frequentemente nas cepas produtoras de KPC, ou resisténcia a carbape-
némicos e sensibilidade as cefalosporinas observada em cepas produtoras de varian-
tes de OXA-48.

Apesar da grande importancia epidemiolégica, a deteccao de carbapenemases nao
€ necessaria para a categorizacao de um isolado como sensivel dose padrao (S), sen-
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sivel aumentando exposicao (I) ou resistente (R) segundo as normas do EUCAST/
BrCAST, bastando a interpretacao do diametro do halo de inibicao e Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), segundo os critérios interpretativos vigentes.

A deteccao de carbapenemases, além da importancia epidemiolégica para imple-
mentacao de precaucdes de contato, € importante para orientar a prescricao de
antimicrobianos enquanto o resultado do antibiograma nao esta disponivel. Com a
aprovacao para uso clinico de antimicrobianos associados aos novos inibidores de
B-lactamases como ceftazidima-avibactam, é importante reconhecer a classe da car-
bapenemase produzida pelo isolado bacteriano, uma vez que essa combinacao é ati-
va contra a maioria dos isolados produtores de KPC, OXA-48, mas nao é ativo contra
isolados produtores de metalo-B-lactamases.

Ha diversos métodos para deteccao de carbapenemases descritos na literatura, que
serao detalhados nesse capitulo. Os métodos moleculares sao considerados o padrao
ouro para deteccao de genes de carbapenemases conhecidos; porém, a deteccao do
gene codificador da carbapenemase ndo garante a sua expressao. Por outro lado, os
testes fenotipicos tém menor custo e permitem a identificagcao presuntiva dos grupos
de carbapenemases. Todos os laboratérios clinicos no Brasil devem seguir as normas
do EUCAST/BrCAST para deteccao de mecanismos de resisténcia, incluindo a detec-
¢ao de carbapenemases; entretanto, no documento, ha varios testes recomendados
e o laboratorio deve avaliar e implementar aqueles com melhor relagdo custo-efetivi-
dade e que melhor se adaptem a sua rotina e epidemiologia. O documento intitulado
“Orientacdes do EUCAST para a deteccao de mecanismos de resisténcia e resisténcias
especificas de importancia clinica e/ou epidemioldgica” descreve os métodos a se-
rem utilizados nos laboratérios clinicos no Brasil e esta disponivel em http://brcast.
org.br/documentos/ 3.

5.3.1 Triagem da producao e caracterizacao de carbapenemases em

Enterobacterales pelo método de disco-difusao

Segundo o EUCAST/BrCAST, os dois carbapenémicos que podem ser utili-
zados para triagem de isolados produtores de carbapenemases sao o erta-
penem e o meropenem. O ertapenem tem a vantagem de o ponto de corte
clinico para a categoria resistente no método de disco-difusdo (< 25 mm)
ser o mesmo utilizado para triagem, ou seja, a resisténcia a este composto é
considerada uma triagem positiva para a producao de carbapenemases (Ta-
bela 1); entretanto, o ertapenem tem baixa especificidade em Enterobacter
spp. e Klebsiella aerogenes, pela ocorréncia significativa de isolados desses
género e espécie produtores de ESBL e simultaneamente com alteracées de
porinas®. O meropenem é o substrato que apresenta a melhor combinacao
de especificidade e sensibilidade, com 100% de sensibilidade*#4. O uso do
disco de ceftazidima-avibactam como parte da triagem de Enterobacterales

120



http://brcast.org.br/documentos/
http://brcast.org.br/documentos/

Moédulo 10 - Detecgao dos Principais Mecanismos de Resisténcia Bacteriana aos Antimicrobianos

produtoras de carbapenemases pode ser util, pois cepas que expressam va-
riantes de KPC sensiveis ao meropenem tém capacidade de hidrolisar me-
ropenem abolida ou reduzida e usualmente apresentam niveis elevados de
resisténcia a ceftazidima-avibactam®.

Tabela 1. Pontos de corte clinicos e para triagem de Enterobacterales produtoras de
carbapenemases (de acordo com a metodologia do EUCAST)*.

Diametro do halo de inibigao
CIM (mglL) (mm) com discos de 10 ug

Carbapenémico
Valor de corte S/l Leler d? o) Valor de corte S/l el d? o)
para triagem para triagem

Meropenem? <2 >0,12 222 <28°

Ertapenem® <0,5 >0,12 225 <25

Melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade

blsolados com 25-27 mm s6 necessitam ser investigados para produgao de carbapenemases se forem resistentes a piperacilina-tazobactam e/ou temocilina
(temocilina contribui mais para especificidade). A confirmagéo de carbapenemases é sempre necessaria se o didmetro do halo para meropenem for < 25
mm.

‘Elevada sensibilidade, mas baixa especificidade. Pode ser usado como um agente de triagem alternativo, mas isolados com ESBL e AmpC podem apre-
sentar resisténcia mesmo sem ter carbapenemase.

Retirado do documento do BrCAST Orientagfes do EUCAST para a detecgdo de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas de importancia
clinica elou epidemioldgica.

5.3.2 Identificacao fenotipica de carbapenemases por disco-difusao com
inibidores adicionados aos discos de sensibilidade
= Discos combinados

O teste fundamenta-se no método de disco-difusao, mas com a adicao de
uma ou mais solugdes inibidoras a discos de carbapenémicos. O diametro do
halo de inibicao obtido com e sem inibidores é aferido e havendo aumento
de 5mm ou mais, comparado ao disco sem inibidores, o teste é considerado
positivo. Os acidos aminofenilborénico (AAFB) e fenilborénico (AFB) inibem
carbapenemases de classe A, sendo as principais enzimas desta classe as va-
riantes de KPC. A combinacao com melhor desempenho para deteccao de
KPCs é meropenem com AFB, pois apresenta 100% sensibilidade e 97,6% de
especificidade (46). A cloxacilina é um inibidor de AmpCs, utilizado para di-
ferenciar essas enzimas das KPCs, pois as AmpCs podem conferir resisténcia
aos carbapenémicos quando ha perda de porina associada. As KPCs nao sao
inibidas pela cloxacilina. As enzimas da classe B de Ambler, sao inibidas por
quelantes de metais, a exemplo de EDTA, acido 2-mercaptopropidnico, acido
mercaptoacético e acido dipicolinico (DPA). Esses compostos sao capazes de
quelar o zinco presente no sitio catalitico das metalo-f3-lactamases*. O gru-
po de enzimas mais importante dessa classe é o das NDMs. Apesar de nao
haver um estudo na literatura indexada comparando a eficiéncia desses ini-
bidores na inativacao das diferentes variantes de NDM, o estudo de Giske e
colaboradores evidenciou que o DPA tem maior especificidade que o EDTA;
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portanto se for utilizado o EDTA é recomendavel que seja feita a confirmacao
por método molecular®.

A Tabela 2 detalha a quantidade de inibidor por disco de meropenem de 10
pg e modo de preparo das solucdes. Por exemplo, para o preparo de 1 mL de
solucao de acido dipicolinico, deve-se pesar 100 mg do acido e dissolver em
1 mL de dimetilsulféxido. Um volume de 10 pL deve ser adicionado a cada
disco em até 15 minutos ap6s a aplicacao dos discos de meropenem sobre
a superficie do dgar Mueller-Hinton. No caso de combinacao de inibidores,
como DPA e AFB, adicionar 10 pL de cada solucao. A Tabela 3 detalha o perfil
obtido com os principais grupos de carbapenemases. Em caso de auséncia
de aumento do halo apés a adicao dos inibidores e resisténcia a temocilina,
o perfil é compativel com OXA-48-like, sendo recomendavel a confirmacao
por PCR. Até o momento nao ha relato de caso autéctone de OXA-48 no
Brasil, sendo OXA-370 a variante descrita e detectada no Brasil até a data de
preparo desse texto*-'.

Tabela 2.  Solugdes de inibidores a serem aplicadas aos discos de meropenem?

m Quantidade de inibidor por disco Solugao de inibidor

DPA 1000 pg 100 mg/mL em DMSO

AFB 400 pg 40 mg/mL em agua e DMSO 1/1
AAFB 600 pg 60 mg/mL em agua

CLOX 750 pg 75 mg/mL em &gua

EDTA 730 pg 0,1 M em éagua; pH 7,4

Nota: O volume de cada solugéo a ser aplicado ao disco é de 10 L.
Abreviaturas: DPA = &cido dipicolinico, DMSO = dimetilsulfoxido, AFB = &cido fenilbordnico, AAFB = &cido aminofenilborénico, CLOX = cloxacilina, EDTA
= 4cido etilenodiamino tetra-acético.
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Tabela 3. Testes fenotipicos para diferenciacao de carbapenemases em Enterobacterales
com diametro do halo de inibicdo < 28 mm ou CIM < 0,125 mg/L para meropenem,
segundo o EUCAST/BrCAST*

Sinergismo observado com aumento = 5 mm do

Grupo de halo de inibigdo com disco de meropenem (10 ug) CIM de tem?cilina
pacamas

MBL + = - = Variavel®
KPC - + - - Variavel®
MBL + KPC® Varigvel Variavel + = Varigvel®
OXA-48-like - - - - Sim

AmpC + perda de porina - + - + Variavel®
ESBL + perda de porina - - - - Néo

Modificado do arquivo original disponivel em:www.brcast.org.br

Abreviaturas: MBL = metalo-B-lactamase, KPC = Carbapenemase de Klebsiella pneumoniae, DPA = &cido dipicolinico, EDTA = &cido etilenodiamino tetra-
-acético, AAFB = acido aminofenilbordnico, AFB = acido fenilbordnico, CLOX = cloxacilina.

O teste é considerado positivo se houver aumento do diametro do halo de = 5mm quando comparado ao halo obtido com o disco sem inibidor.

%0 resultado do teste de sensibilidade a temocilina s6 deve ser considerado se caso for observado nenhum sinergismo com DPA/EDTA, AAFB/AFB, CLX
e ADP+AAFB/AFB, a fim de diferenciar entre ESBL + perda de porinas e enzimas OXA-48-like. Quando outras enzimas estéo presentes, a sensibilidade é
variavel e ndo fornece qualquer indicagao adicional da B-lactamase presente.

®Ha um relato que suporta o uso de comprimidos comerciais contendo dois inibidores (DPA ou EDTA mais AAFB ou AFB)*, mas ainda faltam estudos
multicéntricos ou multiplos estudos de um unico centro. No Brasil, um niimero crescente de publicagbes tem relatado a ocorréncia de co-produgao de NDM
e KPC em Enterobacterales.

= Método de inativacao de carbapenémico (CIM) e variantes eCIM, mCIM,
blood-mCIM, rCIM e sCIM

O teste foi originalmente descrito por van der Zwaluw e colaboradores® e
baseia-se no método de disco-difusao utilizando a cepa de referéncia Esche-
richia coli ATCC 25922 (NCTC 12241, CIP 76.24, DSM 1103, CCUG 17620, CECT
434), sensivel aos carbapenémicos, e disco de meropenem previamente
incubado por duas horas em suspensao do isolado a ser testado quanto a
producao de carbapenemases. O indculo bacteriano obtido de dgar Mueller-
-Hinton ou agar sangue, equivalente a uma alca cheia de 10 yL é suspenso
em 400 pL de 4gua, um disco de meropenem de 10 ug é adicionado a essa
suspensao e a seguir o tubo é incubado a 35°C. Apds duas horas, o disco é
removido e aplicado sobre a superficie de dgar Mueller-Hinton inoculado
com suspensao de E. coli ATCC 25922 com turbidez equivalente ao padrao
0,5 da escala de McFarland. Apés seis horas de incubacao, a auséncia de halo
deinibicao ao redor do disco, incubado na suspensao bacteriana, indica pro-
ducdo de carbapenemase. O teste, tal como descrito inicialmente, apresen-
ta sensibilidade de 50 a 90% para OXA-48-like>->*, tendo sido proposto por
Pierce e colaboradores o mCIM*>. O teste mCIM difere do método original
pelo fato de que a suspensao bacteriana é preparada em caldo TSB, apés
a adicdo do disco de meropenem é realizada incubacao por 4 horas, e ha
critérios de diametro de halo de inibicao definidos. Diametros de 6 a 15 sao
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considerados positivos para carbapenemase, 16 a 18 mm sao considerados
indeterminados e aqueles > 19 mm sao considerados negativos. Quando ha
coldénias dentro do halo de inibicao, sao considerados positivos diametros <
18 mm e indeterminados aqueles = 19 mm. Na publicacao original, o mCIM
apresentou a mesma especificidade de 100% observada no teste original
CIM. A sensibilidade do mCIM - 93% - foi superior aquela de 82% observada
para o CIM>3,

Considerando que a caracterizagao precoce de produtores de metalo-B-lac-
tamases é uma ferramenta importante para guiar o uso de ceftazidima-avi-
bactam, foi proposto o eCIM?®¢, Esta modificacdao do método CIM utiliza EDTA
para bloquear a degradagao do meropenem por metalo-p-lactamases e se-
gundo os autores tem 100% de especificidade e sensibilidade. No método
eCIM, dois tubos contendo 2 mL de caldo TSB, um deles contendo EDTA 5
mM, sao inoculados com massa equivalente a uma alca de 1 L.

Ap6s 4 horas de incubacgao, os dois discos incubados nas suspensdes sao
transferidos para a superficie do dgar Mueller-Hinton inoculado com a sus-
pensao de E. coli ATCC 25922 com turbidez equivalente ao padrao 0,5 da es-
cala de McFarland. Apds 6 horas de incubacao, os halos de inibicao obtidos
com os discos tratados sdo aferidos e comparados. Aumento = 5 mm no halo
obtido com o disco incubado na presenca de EDTA 5 mM, comparado com
o diametro do halo obtido com o disco tratado sem EDTA indica presenca
de carbapenemases. Diferencas < 4 mm indicam negatividade para a detec-
¢ao de metalo-f3-lactamase. A principal limitacao do teste é que nas cepas
co-produtoras de KPC e NDM o teste se apresenta negativo levando a um
diagndstico incorreto. A sensibilidade e especificidade de 100% sao, portan-
to, decorrentes da amostragem sem co-produtores de NDM e KPC ou serina
e metalo-B-lactase. O teste tem valor, portanto nos casos positivos para me-
talo-B-lactamases, mas em caso de negatividade do bloqueio com EDTA nao
é possivel afastar a possibilidade de que haja co-producao de KPC e NDM.

Como o tempo de leitura do método CIM e suas variantes eram de 8 a 10
horas, Muntean e colaboradores propuseram o rCIM*’. O teste rCIM consiste
em utilizar o sobrenadante da suspensao bacteriana incubada com disco de
meropenem para avaliar seu efeito inibitério sobre o crescimento da cepa E.
coli ATCC 25922, sensivel a baixos niveis de meropenem. Em caso de degra-
dacao do meropenem, a adicao do sobrenadante a cultura de E. coli ATCC
25922 nao interfere no crescimento medido por nefelometria. Em caso de
negatividade para carbapenemase, o sobrenadante adicionado ao caldo de
cultura de E. coli ATCC 25922 impedira o crescimento bacteriano, por conter
meropenem intacto. Duas alcas de 10 L cheias de crescimento bacteriano
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recente sao homogeneizadas em 1 mL de agua estéril, e dois discos de me-
ropenem.

O tubo contendo a suspensao e os discos é homogeneizado no vortex por
1 min e incubado a 37°C por 30 min. Ao final da incubagao, o tubo é nova-
mente homogeneizado com vortex por 1 min e, a seguir, centrifugado por
5 min a 10.000 rpm. Um volume de 500 pL do sobrenadante é transferido
para suspensao de E. coli ATCC 25922 com turbidez equivalente a McFarland
1,0 em caldo TSB. O tubo do isolado suspeito e controles negativo e positivo
sao incubados a 37°C for 2 h com leitura em nefelébmetro a cada 30 min. A
leitura basal é subtraida da leitura apés 90 min de incubacao. Diferencas com
valores >1,0 sao indicativas de producao de carbapenemases, enquanto di-
ferencas <0,5 indicam negatividade do teste. Testes com diferenca entre 0,5
e 1,0 aos 90 min de incubagao devem ser incubadas por mais 30 min. Caso o
valor da diferenca persista nessa faixa, deve ser utilizado um outro método,
imunoldgico por molecular.

Visando simplificar a execucdo do teste, Jing e colaboradores propuseram o
sCIM>8, A modificacao consiste em aplicar a massa bacteriana diretamente
sobre disco de 10 ug de imipenem e, a seguir, aplicar o disco (com a face
contendo o inéculo voltada para baixo) sobre a superficie do dgar Mueller-
-Hinton previamente inoculado com suspensao de E. coli ATCC 25922 com
turbidez equivalente ao padrdao 0,5 da escala de McFarland (Enterobacte-
rales) ou diluicao 1/10 da mesma escala (P. aeruginosa e Acinetobacter spp.).
Ap6s incubacado a 35°C por 16-18 h, isolados produtores de carbapenema-
ses apresentam diametro de halo de inibicao de 6-20 mm ou colbénias den-
tro do halo de 21 ou 22 mm. Diametros de halo =26 mm sao considerados
negativos e diametros de 23 a 25 sao considerados indeterminados. Para En-
terobacterales, a concordancia com os resultados de PCR foi de 99,5% e para
Acinetobacter e P. aeruginosa 100%. A principal limitagao do teste é o tempo
de leitura de 16 a 18 horas.

Mais recentemente, foi proposta a realizacao do teste mCIM diretamente de
hemoculturas positivas, sendo a modificagao designada blood-mCIM**°. Qua-
tro gotas do caldo de uma hemocultura positiva sao inoculadas em 2mL de
caldo TSB contendo 1 disco de 10 ug de meropenem e a seguir a suspensao é
homogeneizada por vértex rapidamente e incubada a 35°C em ar ambiente
por 4 horas. O disco de meropenem é removido e aplicado sobre a superfi-
cie do 4gar Mueller-Hinton previamente inoculado com suspensao de E. coli
ATCC 25922 com turbidez equivalente ao padrao 0,5 da escala de McFarland.
Apods incubacao em ar ambiente 35°C por 18 a 24 h, os resultados sao inter-
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pretados como descrito originalmente para mCIM por Pierce colaboradores.
A principal limitacdao do teste é o tempo de leitura de 16 a 18 horas.

Métodos acidimétricos para deteccao de carbapenemases

O uso de indicadores de pH (vermelho de fenol) para deteccao de hidréli-
se de [-lactamicos foi originalmente descrito por Rubin e Smith em 1973¢,
que demonstraram que a hidrélise do anel 3-lactamico levava a acidificacao
do meio; entretanto, o método sé ganhou notoriedade com a descricdao das
modificagdes propostas por Nordmann e colaboradores®' e Pires e colabora-
dores®?, que propuserem o uso do método para deteccao de carbapenema-
ses. Enquanto a primeira modificacao propunha o uso do vermelho de fenol
como indicador de pH, a segunda prop6s o uso do azul de bromotimol para
a mesma finalidade utilizando o imipenem injetavel como substrato.

Os dois métodos estao disponiveis comercialmente no Brasil. Ambos indica-
dores de pH apresentam a coloracao amarela quando em pH 4cido. Subse-
quentemente Nordmann e colaboradores descreveram uma modificacao do
teste original com uso de inibidores, permitindo a caracterizacao do tipo de
carbapenemase, utilizando o tazobactam como inibidor de carbapenema-
ses da classe A de Ambler (principal grupo KPC) e EDTA como inibidor de car-
bapenemases da classe B de Ambler (principal grupo NDM)%, O teste, inicial-
mente descrito com 100% de especificidade e sensibilidade pelos autores do
método Carba-NP, mostrou menor sensibilidade — 80% — para amostragens
contendo maior numero de carbapenemases fracas, a exemplo de OXA-48%,
Em estudo realizado com isolados do Brasil, incluindo produtores de OXA-
370, a sensibilidade e especificidade do Carba-NP foram de 62,7% e 97,5%>*.
Dois outros estudos realizados no Brasil evidenciaram que o método pode
ser utilizado em concentrados bacterianos obtidos a partir de hemoculturas
positivas com excelente sensibilidade para KPC®%, Uma segunda modifica-
¢ao, designada CarbAcineto NP foi proposta por Dortet e colaboradores®’.

A modificacao substitui o tampao de lise do método original por solucao de
NaCl 5M e o aumento do indculo (o dobro do incialmente proposto no teste
original). O inéculo bacteriano equivalente a uma alca de 10 pL é transferida
para cada um de dois microtubos contendo 200 pL de NaCl 5M. Apds ho-
mogeneizagao em vortex e incubacao a 35°C por 20 minutos, a suspensao é
dividida em dois tubos com 100 uL e a solu¢ao contendo vermelho de fenol
e imipenem (6 mg/mL) é adicionada ao tubo teste e a mesma solucao sem
imipenem é adicionada ao tubo controle e a seguir os dois tubos sao incuba-
dos a 37°C por um maximo de 2 horas. A sensibilidade do teste é de 94,7% e
a especificidade 100%°.
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Recentemente, uma nova modificacao do Carba-NP, designada “CPO com-
plete”, foi proposta por Thomson e colaboradores®®. O CPO complete nao uti-
liza o passo de lise bacterina prévia a adicao da solucao de vermelho de fenol
com imipenem. Uma das solucdes, a solucao A, contém 12 mg imipenem/
cilastatina injetavel, 10 mg timerosal, 5 mg de glicose e 4 mg de polimixina
em 1 mL de caldo Mueller-Hinton, 30 L sulfato de zinco 0,3 N e 140 uL de
solucao de vermelho de fenol. O pH foi ajustado para 7,0. A um volume de
solucdo A de 30 uL é adicionada o indculo bacteriano equivalente a alca de
1 uL. O teste é incubado por até 90 min a 37°C, sendo que uma coloracao
amarela indica positividade.

Para caracterizacao do tipo de carbapenemase sao utilizados 30 yL de uma
solucdao denominada solucao B, que contém, além de 30 pL da solucdo A, 2
uL solugao de AFB (20 mg/mL em partes iguais de DMSO e dgua) e 840 L so-
lucdo de vermelho de fenol. O pH final da solugao é 7,5. A solugdo C contém
30 pL de solugao A, 2 uL de solucao de acido dipicolinico (235 mgem 10 mL
de tampao Tris-EDTA 100x concentrado) e 1.400 pL de solucao de vermelho
de fenol. O pH final da solucao é pH 6,8. As solugdes B e C sdo inoculadas da
mesma forma que a solucao A. A coloracao amarela nos dois tubos apds a in-
cubacao indica co-producao de carbapenemases de classes A e B. Coloracao
amarela apenas no tubo B indica carbapenemase de classes B (metalo-f3-lac-
tamase), enquanto esta coloracao apenas no tubo C indica carbapenemase
de classe A. Segundo os autores, o teste tem 100% de sensibilidade e 98,5%
de especificidade para deteccao de carbapenemases, sendo que 99,0% dos
isolados contendo um unico tipo de carbapenemase foram classificados cor-
retamente quanto ao tipo de carbapenemase.

= [3-CARBA test é um kit comercial com substrato cromogénico e permite a de-
teccao de carbapenemaes em Enterobacterales e Acinetobacter spp. A vanta-
gem é o tempo de reacao de 30 min e a limitacao é a perda da sensibilidade
para carbapenemases que nao sejam do tipo KPC. Para NDM a sensibilidade
é de 85,3% e para OXA-48-like a sensibilidade é de 80,5%. Tem uma sensibili-
dade muito boa - 90,3% - para enzimas do tipo OXA em Acinetobacter spp®.

= O teste Carbapenembac se constitui de fitas impregnadas com solucao de
carbapenémicos associada a um agente revelador. A fita, é aplicado 150 pL
de uma suspensao bacteriana densa com auxilio de uma micropipeta. A fita
é, entao, incubada por 60 minutos. Apos, é aplicada uma solucao de iodo
especial e, caso a bactéria seja produtora de carbapenemases, a cor roxa
previamente existente ird sumindo, surgindo uma coloragao amarela, entre
15 e 90 min. Essa metodologia foi avaliada por alguns autores, encontrando
100% de sensibilidade e especificidade variando de 96,5% a 100%7°7".
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Deteccao da hidrdlise de carbapenémicos por espectrometria de massas
Os espectrometros de massas atualmente registrados no Brasil - BrukerDal-
tonics e bioMérieux permitem a deteccao de carbapenemases avaliando o
espectro de relagdao massa/carga apds exposicao do ertapenem ou merope-
nem a suspensao bacteriana. O teste é lido ap6s 2 horas de incubacgao e apre-
senta excelentes sensibilidade e especificidade desde que para deteccao de
OXA-48-like seja adicionado NH,HCO, ao tampao de reagdo’”. Como a agao
de uma [-lactamase consta de uma etapa inicial de hidrélise e posterior-
mente descarboxilacao, o produto da degradagao dos carbapenémicos tem
menor massa que o produto intacto. Pode-se observar, portanto, a auséncia
ou reducao do pico correspondente ao carbapenémico intacto e apareci-
mento de pico correspondente ao composto hidrolisado e descarboxilado. A
dificuldade na realizacao do teste é a necessidade de calibracao do equipa-
mento para uma faixa de massa distinta daquela utilizada para identificacdo
bacteriana e interpretacao visual dos espectros obtidos. Essa subjetividade é
eliminada com o uso do teste MBT STAR-BL”?, disponivel apenas para o equi-
pamento da BrukerDaltonics.

Testes imunocromatograficos para deteccao de carbapenemases

Os testes imunocromatograficos tém sido amplamente utilizados para diag-
nostico rapido em medicina laboratorial. O principio do teste consiste na
captura do antigeno eventualmente presente na amostra com anticorpos
especificos ligados a nanoparticulas de ouro coloidal ligadas a uma mem-
brana de nitrocelulose’. Estao disponiveis comercialmente varios produtos,
a exemplo de Resist-5 O.0.K.N.V. (detecta OXA-48, OXA-163, KPC, NDM e VIM)
e Resist-4 O.K.N.V. (detecta OXA-48, KPC, NDM e VIM) ambos do fabricante
Coris-Bioconcept. O teste pode ser utilizado em culturas puras’”, mas tam-
bém em hemoculturas positivas com 100% de sensibilidade e especificidade
com prolongamento do tempo de leitura (76). Pode, também, ser utilizado
em amostras de swab retal, que tenham sido previamente cultivadas em
meio liquido”’’8, O tempo total de ensaio é de até 16 minutos, mas resulta-
dos positivos ja podem ser observados em 1 minuto apds a adicao da sus-
pensao bacteriana ao dispositivo.

Mais recentemente foi lancado no mercado o produto NG-Test Carba 5, ca-
paz de detectar os grupos de carbapenemases KPC, OXA-48-like, VIM, IMP e
NDM”°-#1, Da mesma forma que os produtos da Coris, pode ser utilizado para
deteccao de carbapenemases em hemoculturas positivas®.

As vantagens dos testes imunocromatograficos sao a rapidez, com obten-
¢ao de resultados em menos de 30 minutos, a simplicidade da execucao do
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ensaio, a disponibilidade de kits comerciais; entretanto apresentam elevado
custo.

5.3.6 Deteccao de carbapenemases em sistemas de automacao

= Recentemente foi lancado no mercado o teste CPO do sistema Phoenix (Bec-
ton-Dickinson), capaz de detectar e diferenciar carbapenemases. O teste de-
tecta e identifica carbapenemases de classes A, B e D de Ambler e utiliza
meropenem, doripenem, temocilina e cloxacilina isoladamente e em combi-
nacao com diferentes inibidores de carbapenemases. O estudo mais recen-
te sobre o desempenho do teste foi realizado com desenho retrospectivo e
prospectivo, indicando 92,4% de acuracia na deteccao de isolados produto-
res de carbapemanases, 97,8% de sensibilidade e 87,1% de sensibilidade na
sessao de andlises retrospectiva®. Quanto a classificacao, o teste foi capaz
de alocar as carbapenemases nas classes A, B, e D em 81,3% dos casos, com
acuracia de 94,6%. Quando avaliou amostras de forma prospectiva, o estudo
evidenciou acuracia de 77,8%, 100% de sensibilidade e 67,8% de especifici-
dade em 135 isolados suspeitos de producao de carbapenemase e 98,8% de
acuracia e sensibilidade em isolados nao suspeitos de producao de carbape-
nemases®. A grande vantagem do teste é a eliminacao de etapas manuais
para deteccao de carbapenemases.

Testes alternativos para a deteccao de resisténcia as polimixinas

Ao longo da década de 90, o uso das polimixinas era consideravelmente restrito
e limitava-se ao tratamento de infec¢ées causadas por P. aeruginosa e A. bauman-
nii resistentes aos carbapenémicos. Apds 2010, com a disseminacao de cepas de
Enterobacterales produtoras de KPC na maioria dos paises dos diferentes continentes,
e concomitante indisponibilidade de novos antimicrobianos para uso clinico, houve
uma retomada do uso das polimixinas e consequentemente um aumento progressi-
vo nas taxas de resisténcia as polimixinas. O principal género que expressa resisténcia
adquirida as polimixinas é Klebsiella spp. e o mecanismo mais frequente é a modifi-
cacao do alvo das polimixinas, o LPS. A interrupcao do gene mgr é o mecanismo que
mais frequentemente leva a resisténcia as polimixinas®. Mais recentemente foram
descritos os genes mcr — mobile colistin resistance — que codificam uma transferase
capaz de modificar as moléculas de LPS adicionando a elas a fosfoetanolamina®s,

Atualmente, o Unico método recomendado pelo EUCAST/BrCAST para a avaliacao
da sensibilidade as polimixinas é a microdiluicao em caldo ndo automatizada (www.
brcast.org.br). Ha na literatura, entretanto, descricao de métodos alternativos para
a deteccao da resisténcia a esses compostos, tais como eluicao do disco?, teste da
gota (http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2019/06/Protocolo-
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COLISTIN-DROP-TEST.pdf), disco combinado®, MALDIxin®, triagem com &gar con-
tendo polimixina®.

O teste da eluicao do disco consiste em eluir discos de colistina em caldo Mueller-
Hinton cation-ajustado (CMHCA) e realizar dilui¢ées > de modo a obter solu¢des de
colistina nas concentracdes a serem testadas, sem necessidade de aquisicao do sal do
antimicrobiano, pesagem em balanca analitica e esterilizacao de solucao de antimi-
crobiano por filtracdo. E, portanto, 0 método mais préximo do método padréo ouro,
diferindo apenas quanto ao preparo inicial da solu¢ao mais concentrada de colisti-
na. O método de eluicao para colistina foi publicado por Simner e colaboradores®.
Recentemente o método foi avaliado com isolados do Brasil e evidenciou taxas de
erros graves e muito graves de 12 a 20% e 4,6 a 11,6%°', o que torna o método nédo
aceitavel para uso em diagndstico.

O teste da gota também foi desenvolvido pelo Instituto Dr. Carlos Malbran (http://an-
timicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2019/06/Protocolo-COLISTIN-DROP-
TEST.pdf). Consiste em adicionar uma gota de solucao de colistina a 16 mg/L. Para
preparar a solucao é necessario adicionar 8 discos de 10 ug de colistina a 5 mL de
CMHCA e deixar em repouso por 1 h. Uma gota (10 yL) é adicionada a placa de agar
Mueller-Hinton inoculada com suspensao bacteriana com turbidez equivalente ao
padrao 0,5 da escala de McFarland. A placa é incubada a 35°C por 16 a 18 horas e a
seguir observada quanto a presenca de halo de inibicao.

A presenca de halo de inibicao com qualquer diametro indica sensibilidade. Segundo
os autores o teste apresenta concordancia categorica de 97,8 a 98,2% e taxa de erros
muito graves de 2,1%, acima do valor aceitavel pelo Food and Drug Administration
(1,5%). Nordmann e colaboradores descreveram o RapidPolymyxin NP test, que con-
siste em avaliar a fermentacao da glicose na presenca de colistina ou polimixina B. Os
isolados resistentes sao capazes de metabolizar a glicose da presenca de polimixina,
alterando o pH do meio e resultando na mudanca de cor do vermelho de fenol para
amarelo. E um teste rapido e tem 6timo desempenho em isolados com CIM = 8 mg/L
ou < 1 mg/L; entretanto apresenta resultados falsamente positivos para isolados com
CIMs de 2 ou 4 mg/L®2 O teste pode ser aplicado a concentrados bacterianos obtidos
de hemoculturas positivas®. O desempenho do teste depende da epidemiologia lo-
cal e, portanto, cada laboratério deve avalia-lo antes da implementacao em rotina.
Por exemplo, na grande Sao Paulo, cerca de 25% das cepas de K. pneumoniae resisten-
tes aos carbapenémicos tém CIM de 2 mg/L, o que torna o teste de pouca utilidade
face a taxa de falsos positivos®. Por outro lado, Dalmolin e colaboradores observaram
sensibilidade e especificidade de 98% para o teste em isolados do sul do Brasil®>. Os
valores observados nos dois trabalhos para especificidade e sensibilidade tém como
limitacao o nimero limitado de isolados com valores de CIM préximos ao valor de
corte de 2 mg/L.
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Um método alternativo que permite a deteccao de cepas produtoras de MCR-1 é a
adicao de EDTA ao disco de colistina. Um aumento = 3 mm no diametro do halo de
inibicao apos adicao de 10 pL de EDTA 0,1M é considerado um teste positivo para
MCR®, Os autores referem sensibilidade de 96,7% e especificidade de 89,6% para de-
teccao de MCR-1, mas ha necessidade de estudos multicéntricos para que seja avalia-
da a robustez do método em diferentes laboratérios, considerando a pequena dife-
renca de halo (3 mm) para a positividade do teste.
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Deteccao de marcadores genéticos de resisténcia

O método mais utilizado para a deteccao molecular da resisténcia adquirida é a am-
plificacao do DNA alvo através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, Polymerase
Chain Reaction). Essa metodologia é muito util para a deteccao de genes adquiridos,
como genes codificadores de ESBLs, carbapenemases, resisténcia plasmidial as po-
limixinas (genes mcr), resisténcia a oxacilina (mecA) e a vancomicina (vanA e vanB),
além de outros genes de importancia epidemiolégica em bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas.

No entanto, é importante ressaltar que a presenca de genes de resisténcia adquiridos
nao significa necessariamente que estes genes estdo sendo expressos. Em algumas
situacgoes, é possivel detectar a presenca destes genes em amostras sensiveis ao an-
timicrobiano. Portanto, seus resultados devem ser correlacionados com testes feno-
tipicos in vitro.

Por outro lado, para a avaliacdao da resisténcia aos antimicrobianos associada a mu-
tagdes em genes cromossémicos, como a hiperexpressao de bombas de efluxo, a re-
sisténcia as polimixinas associada a muta¢cées em mgrB, phoPQ, pmrAB, é necessario
realizar a amplificacao e o sequenciamento do gene envolvido e/ou avaliar a expres-
sao deste gene.

6.1.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
A técnica de PCR se baseia na replicacao do DNA que é o processo no qual
a enzima DNA polimerase sintetiza uma nova copia de DNA a partir de uma
fita molde. E uma metodologia rapida e muito sensivel, onde a regido de in-
teresse no genoma (ex.: gene de resisténcia) é copiada milhares ou milhdes
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de vezes, sendo possivel detectar quantidades muito pequenas de DNA alvo
na amostra'?3,

Na PCR, para que o DNA alvo seja amplificado e visualizado, é necessario
uma série de ciclos com variagdes de temperatura. Geralmente, cada ciclo
consiste de trés etapas com diferentes temperaturas: na primeira etapa,
ocorre a desnaturacao do DNA em temperaturas muito altas (> 90°C); na se-
gunda etapa, ocorre o anelamento dos iniciadores necessarios para a sintese
da nova fita de DNA, geralmente em temperaturas médias (37-60°C) e; na
terceira etapa, ocorre a extensao da cadeia nucleotidica pela acao da enzi-
ma DNA polimerase a 72°C. Esses ciclos sao realizados em um equipamento
chamado termociclador'2

Antes de comecar a reacao de amplificacdo, é necessaria a obtencao do DNA
molde, o qual devera ser extraido do isolado bacteriano que queremos in-
vestigar. O ideal é que o DNA esteja livre de impurezas (proteinas, lipideos,
RNA, etc.). Contudo, em algumas situacdes é possivel fazer a reacao de PCRa
partir da colonia bacteriana diretamente’.

= Extracao do DNA

A extracao de DNA é um procedimento amplamente utilizado para a realiza-
¢ao de analises moleculares. Existe uma série de metodologias de extracao,
que se baseiam na lise celular mecanica ou quimica.

A extracao por lise mecanica provoca o rompimento do envoltorio celular,
incluindo a membrana externa, a parede celular e a membrana celular, ex-
pondo o DNA da bactéria. Nesse tipo de extracao, se obtém um lisado bac-
teriano contendo o DNA e restos celulares. Apesar de o produto final ndo ser
um DNA totalmente livre de impurezas, esta é a extracao mais utilizada para
PCR, devido a sua simplicidade de execucao e eficiéncia. Sdo exemplos de
técnicas para extracao de DNA por lise mecanica: fervura, sonicacao (ultras-
som), agitacao com microesferas de vidro, maceracao e nitrogénio liquido'2

Por outro lado, na extragao por lise celular quimica, se obtém um DNA mais
purificado. Essa extracdo envolve vdrias etapas, quais sejam: remogao de
lipideos de membrana para desorganizar a bicamada lipidica (no caso das
bactérias Gram-negativas) e solubilizacao das proteinas (detergentes e sur-
factantes); acdo enzimatica (lisozimas, proteases, RNAses) e precipitacao do
DNA com alcool (etanol ou isopropanol). Também é possivel utilizar alguns
agentes caotropicos, como isotiocianato de guanidina, iodeto de sédio, clo-
reto de litio (funcao: desnaturar proteinas, reduzir atividade enzimatica, dis-
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solver capsulas e envelopes de células ricas em lipidios). Existem varios kits
comerciais para a extracao do DNA bacteriano através de lise quimica, os
quais permitem a obtencao de DNA purificado'2.

= Reagentes necessarios para a reacao de PCR

Ap0s ter extraido o DNA, é possivel realizar a PCR. A sintese das novas cépias
do DNA durante a PCR ocorre pela acdao de uma enzima DNA polimerase
especial, que é estavel em temperaturas muito elevadas. Assim, essa enzima
nao se desnatura durante as diferentes etapas da PCR. Esta enzima é chama-
da de Tag DNA polimerase e recebe este nome pois foi isolada pela primeira
vez a partir de uma bactéria termdfila (Thermus aquaticus).

A Tag DNA polimerase s6 é capaz de comecar a adicionar nucleotideos a um
grupo 3’-OH preexistente; por isso é necessario colocar na reacao de am-
plificacao um par de iniciadores (primers), que sao oligonucleotideos com-
plementares as extremidades da regido do DNA que sera amplificada. Um
iniciador se liga numa fita de DNA molde no sentido 5'-3’' (denominado sen-
so ou foward) e o outro iniciador se liga na outra fita no sentido 3'-5’ (deno-
minado antisenso ou reverse). Esses iniciadores irdo se ligar as fitas de DNA
molde e permitirdo que a TagDNA polimerase comece a sintetizar as novas
fitas de DNA.

Além da Tag DNA polimerase e dos iniciadores, também sao necessarios (i)
os nucleotideos que serao utilizados para sintetizar um novo fragmento de
DNA (dNTPs ou deoxinucleotideostrifosfatados); (ii) cloreto de magnésio
(MgCl,), que é um cofator da enzima; (iii) tampao para manter as condigoes
da reacdo estaveis para atividade da enzima; (iv) o DNA-molde; e (v) agua
estéril para completar o volume final.

= PCR
Apds o preparo da reacao, esta sera levada ao termociclador onde ocorrerao
os ciclos de variacdo de temperatura e a amplificacdo do DNA. A cada ciclo,
a quantidade de DNA alvo duplica, uma vez que os fragmentos gerados ser-

vem como molde para a etapa posterior.

Etapa de Desnaturacao

Nessa etapa, a dupla fita de DNA molde é separada em fitas simples (desna-
turada) através do aumento da temperatura proximo a 95°C. A temperatura
vai depender da quantidade de citosina e guanina (C e G) presentes no frag-

143




Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

144

mento de DNA alvo (quanto mais C e G, mais alta deverd ser a temperatu-
ra). Normalmente, 10 a 60 segundos sao necessarios para desnaturacao da
maioria dos DNA molde'?

Etapa de Anelamento

O par de iniciadores (primers) é responsavel pelo inicio da sintese de DNA,
pois indica o local onde a Tag DNA polimerase ira atuar. Essas pequenas se-
guéncias flanqueadoras se anelam a extremidade 5’ da regiao-alvo em cada
fita simples do DNA molde, as quais foram separadas na etapa de desnatu-
racao. Durante o anelamento, que dura aproximadamente 30 segundos, a
temperatura encontra-se entre 37°C e 60°C. Quanto mais alta a temperatu-
ra, mais especifico é o anelamento, e isso pode servir para eliminar bandas
inespecificas que possam aparecer no resultado final do processo da PCR.
Entretanto, a temperatura de anelamento deve ser escolhida de acordo com
conteudo G+C dos iniciadores utilizados. O fragmento de DNA amplificado
tem comprimento equivalente ao numero de bases nucleotidicas presentes
no intervalo entre os dois iniciadores’.

Etapa de Extensao

A extensao é catalisada pela enzima Tag DNA polimerase, sendo a etapa
mais longa da reacao. Como a temperatura 6tima na qual essa enzima apre-
senta atividade é 72°C, esta sera mantida durante toda a etapa de extensao.
A sintese do DNA (polimerizagao) ira ocorrer no sentido 5’-3; pois o iniciador
esta ligado a regiao 5’ do fragmento a ser sintetizado. A enzima sempre vai
continuar a sequéncia a partir da extremidade 3’ do iniciador, sintetizando
uma sequéncia complementar a sequéncia molde e gerando um fragmento
de fita dupla de DNA, chamado de amplicon'>.

Essas etapas de desnaturagdo, anelamento e extensdo sao repetidas de 20
a 35 vezes, fazendo com que o DNA molde inicial seja amplificado e ao final
dos ciclos serao obtidos milhares ou milhdes de cépias da regidao-alvo do
DNA que foi anelado com os iniciadores (Figura 1).
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Fonte: Alberts et al. 2010, Biologia Molecular da Célula, 5% ed®

Figura 1. Amplificagao de DNA pela técnica de PCR.
= Visualizacao

Ap0ds a reacao, esses produtos amplificados serao submetidos a uma eletro-
forese em gel de agarose ou poliacrilamida. Na eletroforese, os fragmentos
de DNA sao inseridos em uma matriz de gel e submetidos a um campo elétri-
co. Devido a carga negativa do DNA, este migra em direcao ao polo positivo
e os fragmentos de DNA sdo separados de acordo com seu peso molecular
(quantidade de nucleotideos). Os fragmentos de menor peso molecular mi-
gram mais rapido. Os fragmentos de mesmo peso molecular formam uma
banda no gel, que sera posteriormente marcada com substancias que per-
mitam sua visualizacao'2.

O método mais comum e mais usado para a deteccao de DNA em géis de
agarose é o uso do corante fluorescente brometo de etideo. Esse composto
se intercala na mélecula de DNA através de forcas de van der Waals. O bro-
meto de etideo pode detectar bandas contendo até 10 hg de DNA. Para fo-
tografar o gel, é necessaria luz UV transmitida ou emitida, usando aparelhos
chamados transiluminadores, que sao acoplados a uma camera fotografica e
a um computador com software especifico'.

Apesar de o brometo de etideo ser o marcador de DNA mais utilizado, exis-
tem alternativas menos téxicas e mais seguras, visto que esse composto é
intercalante de qualquer molécula de DNA, incluindo o humano. Sdo exem-
plos de outros marcadores de DNA: SYBR Safe, Gel Red e Syber Gold. Esses
corantes emitem fluorescéncia 100 vezes maior em relacao ao brometo de

145




Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

146

etideo, devido a alta afinidade com o DNA, portanto, quantidades ainda me-
nores de DNA podem ser detectadas (< 20 pg). No entanto, esses corantes
alternativos sao mais caros.

O tamanho dos amplicons gerados sera estimado em comparacgao as ban-
das obtidas com o marcador de peso molecular e da amostra utilizada como
controle positivo.

Variacoes de PCR

A partir da PCR convencional surgiram outras variantes da técnica que sao
bastante utilizadas na deteccao de genes de resisténcia: PCR-Multiplex; RT-
-PCR; PCR em tempo real, dentre outras.

PCR-Multiplex

A PCR-Multiplex ¢ uma reacao na qual sao adicionados dois ou mais pares de
iniciadores em uma mesma reacao. Logo, pode ser feita a detec¢dao de mais
de um gene no DNA a ser estudado com somente uma reacéo. E importan-
te citar que, nessa técnica, as temperaturas de anelamento dos iniciadores
devem ser bem préoximas umas das outras para que ocorra a amplificacao
das regides-alvo corretamente. Além disso, os amplicons devem ter tama-
nhos diferentes para que sejam diferenciados na corrida eletroforética. Essa
técnica é muito utilizada para deteccao de mais de um gene de resisténcia,
como por exemplo a deteccao de diferentes genes de carbapenemases em
uma mesma reacao. Uma de suas vantagens inclui o fato de se gastar menos
material e tempo.

RT-PCR

A RT-PCR (“Reverse Transcriptase-PCR") é utilizada para detectar qualitativa-
mente niveis de expressao de RNA. O RNA alvo é convertido em DNA com-
plementar (cDNA) através da acao da enzima transcriptase reversa e o cDNA
é amplificado pela PCR tradicional. Essa técnica é muito utilizada para verifi-
car a expressao de genes, como, por exemplo, para a avaliacao da expressao
de bombas de efluxo ou de porinas*.

PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real (“Real-time PCR”) é um método semiquan-ti-
tativo (g-PCR) muito sensivel e rapido. Nessa metodologia, nao é necessario
submeter os amplicons gerados a uma corrida eletroforética. Sua deteccao
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ocorre simultaneamente a amplificacao. O fragmento de DNA gerado é iden-
tificado por emissao de fluorescéncia, que é medida a cada ciclo e cuja inten-
sidade é correspondente a quantidade de DNA amplificado. Existem duas
estratégias para emitir fluorescéncia: a adicao de um corante como o SYBR
Green a reacao, que se liga ao DNA de dupla fita de maneira inespecifica, ou
a adicdo de sondas especificas para o DNA alvo marcadas com fluoréforos
reporteres. Para a deteccdo da fluorescéncia emitida, é necessario um equi-
pamento que contenha um termociclador acoplado a um sistema ético para
a excitacdo e captura da emissao da fluorescéncia, além de um computador
para aquisicao de resultados e analise final da reacao®.

As vantagens da g-PCR incluem a deteccao de pequenas quantidades de
DNA na amostra, a quantificacao de sequéncias de DNA alvo em diferentes
matrizes, maior rapidez na obtencao do resultado, além de diminuir o risco
de contaminacao cruzada por nao ser necessaria nenhuma outra manipula-
¢ao da amostra apds a amplificacao®.

Atualmente existem protocolos e kits comerciais de PCR em tempo real para
identificar alguns patégenos e genes de resisténcia de importancia médica.
E possivel realizar um PCR multiplex usando a plataforma de PCR em tempo
real, permitindo a deteccdo de mais de um gene na mesma reagao de forma
rapida e especifica. Para esse tipo de reacao, usam-se iniciadores e sondas
especificas para cada gene de interesse e as sondas sao marcadas com fluo-
roforos diferentes?.

Andlise da curva de dissociacao através de PCR em tempo real

A técnica de analise de curva de dissociacao (HRM, High Resolution Melting
Analysis) € um método de analise pds-PCR em tempo real que permite iden-
tificar variacdes na sequéncia de nucleotideos do DNA amplificado através
da andlise da temperatura de dissociacdao ou temperatura de melting (Tm).
A Tm é a temperatura na qual 50% do DNA esta na forma de fita simples e a
outra metade em fita dupla. Essa temperatura se modifica de acordo com o
conteudo G+C do fragmento de DNA amplificado®.

Para a detecgdo das variagdes de Tm, utiliza-se intercalantes de DNA fluores-
centes (por exemplo, EvaGreen, Syber Green) que se ligam especificamente
a DNAs de fita dupla. Assim, apés a reagao de gPCR, ha um alto nivel de fluo-
rescéncia no tubo de reacao devido a presenca de milhdes de cdpias de DNA
em fita dupla. Submetem-se entdao estes amplicons gerados na PCR a um
aumento gradual de temperatura e a medida que estes amplicons sao aque-
cidos, as fitas de DNA vao se separando e a fluorescéncia vai diminuindo. O
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6.1.2

equipamento de PCR em tempo real registra a intensidade de fluorescéncia
e plota um grafico conhecido como curva de dissociagcao, mostrando o nivel
de fluorescéncia versus a temperatura’.

Essa técnica é bastante sensivel, podendo detectar desvios de Tm derivados
da modificacdo de um unico nucleotideo (SNP, “Single Nucleotide Polymor-
phism”). Assim, é possivel utilizar essa metodologia para detectar mutacdes
em genes de resisténcia, identificar variantes alélicas ou ainda detectar mais
de um gene simultaneamente (QPCR multiplex). Neste tipo de gPCR multi-
plex com andlise HRM, nao sao utilizadas sondas especificas para cada gene,
mas os iniciadores de cada gene devem ser desenhados de forma que te-
nham temperaturas de dissociacao (Tm) diferentes, pelo menos em 2°C, para
evitar a sobreposicao de picos e permitir a deteccao de cada um dos genes
investigados®.

Sequenciamento de DNA: Método de Sanger

O sequenciamento de DNA pode ser uma ferramenta para avaliar a presenca
de mutagbes em genes cromossOmicos que estejam relacionados a resistén-
cia aos antimicrobianos, identificar variantes alélicas de genes adquiridos e
identificar o contexto genético em que os genes adquiridos estao inseridos,
como plasmideos, integrons ou transposon®’.

Dentre as metodologias de sequenciamento disponiveis atualmente, o mé-
todo proposto por Frederic Sanger e colaboradores, em 1977, é o que gera
resultados com maior facilidade de interpretacao, tem custo relativamente
baixo e é bastante utilizado para sequenciar fragmentos pequenos de DNA®’.

O sequenciamento de Sanger é conhecido como método de terminagao
de cadeia ou método dos dideoxinucleotideos. Essa metodologia mimetiza
uma reacao de PCR, onde sdo colocados o DNA molde (geralmente ampli-
cons obtidos a partir de uma reacao de PCR), a TagDNA polimerase, os ini-
ciadores especificos para a regiao de interesse e os nucleotideos. Contudo,
além dos deoxinucleotideos trifosfatados usuais (dNTPs), sdo adicionados
dideoxinucleotideos (ddNTPs) a reagdo. Esses ddNTPs nao possuem o radical
hidroxila (OH) ligada ao carbono 3’ da pentose (Figura 2). Assim, quando um
desses nucleotideos é inserido na nova fita, a sintese do DNA é interrompida,
pois a TagDNA polimerase nao consegue inserir um novo nucleotideo®’.
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Figura2. Moléculas de dideoxinucleotideos (ddNTPs) e deoxinucleotideos (dANTPs).

Atualmente, se utiliza uma deteccao automatizada da sequéncia de nucleo-
tideos obtida, onde cada ddNTP é marcado com um fluoréforo distinto e a
sequéncia de nucleotideos marcados é identificada num sequenciador auto-
matico. A separacdo dos fragmentos é realizada por eletroforese capilar’. Os
fragmentos de DNA marcados com os fluoréforos migram ordenadamente
de acordo com seu tamanho no interior dos capilares. Sdo excitados por um
feixe de laser e emitem coloracdes distintas que permitem a identificagao
das quatro bases nitrogenadas. A informacao é transmitida para um compu-
tador e, ao final da corrida, obtemos um eletroferograma correspondente a
sequéncia de bases dos fragmentos de interesse®’ (Figura 3).

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
ACCTGATCCTGAGCCGGAACCCGAGGTGGTGCCTGAACCGCTGAAAGAGGCGCCGGTGGTGATCCATAAACCGGAACCGAAGCCGAAGCCTAAACCCAAACCGAAACCK

Figura3. Exemplo de eletroferograma de sequenciamento de fragmento de DNA
bacteriano.

A andlise da sequéncia de nucleotideos gerada pode ser realizada através de
um alinhamento da sequéncia com um DNA de referéncia. Assim, é possivel
observar as identidades e diferencas nas sequéncias nucleotidicas, podendo
determinar a variante alélica ou observar a presenca de mutagoes, insercoes
ou dele¢des em um determinado gene que podem estar associadas ao de-
senvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos®’.

Existem algumas ferramentas disponiveis na internet para a realizagcdo deste
alinhamento, como por exemplo, o BLAST (“Basic Local Alingment Sequence
Tool”) na plataforma do NCBI (“National Center for Biotechnology Informa-
tion”) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e o CLUSTAL W (https://www.
genome.jp/tools-bin/clustalw).
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6.2

Métodos para avaliacao da epidemiologia molecular de bactérias
multirresistentes

A avaliacao da diversidade genética entre os isolados bacterianos multirresistentes
aos antimicrobianos é fundamental para a caracterizagcdo de surtos de infeccao, ava-
liacao de possiveis fontes de transmissao e aquisicao desses patégenos, além da ob-
servacao da prevaléncia de grupos clonais em determinados locais, visando o moni-
toramento da emergéncia e disseminacao de bactérias multirresistentes®'%'"12,

Os métodos de tipagem molecular sao os mais recomendados para estudos epide-
mioldgicos, pois sdo menos sujeitos a variagdes que os métodos fenotipicos e apre-
sentam maior poder discriminatério, maior reprodutibilidade e, em alguns casos,
permitem o estabelecimento de bancos de dados. Existem quatro geragcdes de mé-
todos de tipagem molecular. Um dos primeiros métodos utilizados foi a analise do
perfil plasmidial, depois vieram os métodos envolvendo o uso de enzimas de res-
tricao (RFLP, “Restriction Fragment Length Polymorphism”) e de sondas genéticas
(Ribotipagem). Outra metodologia amplamente utilizada para tipagem molecular
é a técnica de macrorrestricao de DNA seguida de eletroforese em campo pulsado
(PFGE, “Pulsed-Field Gel Electrophoresis”). Métodos baseados em amplificacao por
PCR de genes housekeeping seguida de sequenciamento desses genes (por exem-
plo: MLST, “Multilocus Sequence Typing”) também sao utilizados como técnicas de
tipagem molecular. Atualmente, é possivel avaliar a diversidade genética através de
abordagens baseadas no sequenciamento do genoma total’.

6.2.3 Metodologias baseadas em padrdes de bandas: macrorrestricao de DNA

seqguida de PFGE

Os métodos de tipagem de isolados bacterianos baseados no perfil de ban-
das geralmente envolvem a fragmentacdao de DNA cromossémico pela diges-
tao com enzimas de restricao. Estas enzimas reconhecem precisamente uma
regiao especifica no DNA e clivam em uma sequéncia definida. A utilizacdo
de enzimas de restricao de acao rara no DNA gera um numero relativamente
pequeno de fragmentos de alto peso molecular, cerca de 10Kbp-1Mbp (ma-
crorrestricao), os quais necessitam de um sistema de eletroforese pulsada
(PFGE) para serem separados e gerar um padrao de bandas distinto. Devido
ao seu alto poder discriminatorio e boa reprodutibilidade, a macrorrestricao
de DNA seguida de PFGE é o método baseado em padrdes de bandas mais
utilizado para tipagem molecular de bactérias.

= Extracao de DNA cromossomico

Para essa metodologia, é necessario que o DNA cromossémico bacteriano
esteja livre de impurezas e intacto, ou seja, sem que ocorram quebras ines-
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pecificas. Para isso, as células bacterianas sdao aprisionadas em blocos de
agarose aonde ocorrera a lise celular, digestao da parede celular e de pro-
teinas, restando apenas o DNA integro que sera submetido a digestao pela
enzima de restricao.

= Corrida eletroforética

Em uma eletroforese convencional, os fragmentos de DNA com alto peso
molecular (superior a 20 Kbp) migram com a mesma mobilidade, por isso ne-
nhuma separacao dessas bandas pode ser observada. Como os fragmentos
gerados por enzimas de acao rara N0 Cromossomo superam esse peso mo-
lecular, é necessario fazer uma eletroforese com alternancia de orientagao
do campo elétrico para que as moléculas consigam migrar adequadamen-
te pela agarose. Essas alternancias de orientacao do campo elétrico causam
alteracdes na estrutura dos fragmentos, que, por sua vez, se alongam e se
contraem alternadamente. O tempo para que ocorram essas modificagoes
estruturais varia de acordo com o peso molecular, para tanto, a duracao do
pulso elétrico em determinada orientacao e o tempo da corrida eletroforé-
tica devem ser padronizados para cada espécie, de acordo com o tamanho
dos fragmentos de DNA esperados.

Para realizar essa eletroforese, o equipamento mais utilizado é o “CHEF DRIIl”
(Biorad), que possui uma cuba de eletroforese com eletrodos dispostos he-
xagonalmente permitindo a alternancia da direcao do campo elétrico com
gradiente de voltagem constante no gel.

= Analise dos dados

Apos corrida eletroforética, os fragmentos de DNA sdao marcados com inter-
calantes de DNA, como brometo de etidio e é feita a observacao dos perfis
eletroforéticos, através de uma inspecao visual e uma analise automatizada.
A analise automatizada permite relacionar os perfis de fragmentacao através
de um dendograma.

Para a avaliacdao de surtos, Tenover e colaboradores (1995)' estabeleceram
alguns critérios de interpretacao dos perfis de bandas gerados no PFGE: iso-
lados pertencentes a um mesmo surto ou epidemia apresentam perfis de
fragmentacao do DNA cromossémico indistinguiveis; um isolado bacteria-
no é considerado intimamente relacionado a outro, provavelmente fazendo
parte do surto, quando ocorre apenas um evento genético (mutagao, dele-
¢ao, insercao e rearranjos) que gera de uma a trés bandas de diferenca no
perfil de fragmentagdo; microrganismos sao considerados possivelmente
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relacionados, quando os isolados se diferenciam por quatro bandas (que re-
presentam dois eventos genéticos independentes). Isolados com diferencgas
de mais de cinco bandas (sugestivo de mais de trés eventos genéticos) sao
ditos como nao relacionados e nao pertencentes ao mesmo surto. Essa e
outras defini¢des, no entanto, devem ser apenas um dos componentes de
uma avaliacao epidemioldgica, onde uma analise acurada deve incluir todos
os dados clinicos disponiveis™.

Técnicas baseadas em sequenciamento de genes: MLST

As técnicas de sequenciamento de genes housekeeping podem ser utilizadas
para estudos de diversidade genética das bactérias. Essas técnicas possuem
a vantagem de serem baseadas em dados nao ambiguos, ou seja, sequén-
cias Unicas de DNA, sendo mais facil a interpretacdo quando comparadas
com os métodos que envolvem padroes de bandas. Além disso, sao bastante
reprodutiveis, independentemente dos equipamentos e kits comerciais de
amplificacdo e sequenciamento utilizados. Os dados gerados pelas técnicas
de sequenciamento de genes housekeeping podem ser depositados em ban-
cos de dados, e assim, serem comparados com resultados obtidos em dife-
rentes laboratérios em todo o mundo'™.

MLST é uma técnica que se baseia na amplificacdo e sequenciamento de ge-
nes conservados entre os isolados de uma mesma espécie, onde as muta-
¢oes pontuais (SNPs) sdao acumuladas de maneira mais lenta. Dessa forma,
essa metodologia é adequada para estudos filogenéticos, para investigacoes
epidemioldgicas de longos periodos e de isolados nado relacionadas geogra-
ficamente, enquanto que a macrorrestricaio de DNA seguida de PFGE é mais
utilizada para investigacoes de surtos locais'.

Existem esquemas de MLST descritos para diversas bactérias Gram-negati-
vas e Gram-positivas, e o numero de genes incluidos é variavel de acordo
com a espécie. Por exemplo, nas espécies Klebsiella pneumoniae, Pseudomo-
nas aeruginosa e Acinetobacter baumannii sao sete genes incluidos no esque-
ma. Assim, nessa metodologia, um fragmento interno de aproximadamente
450-500 bp de cada um dos genes é sequenciado e a sequéncia encontrada
é comparada com as depositadas no banco de dados. Para cada sequéncia
diferente de cada gene, é dado um numero de alelo. Assim, a combinacao
dos numeros de alelos de cada gene gera o ST (“Sequence Type”), que pode
ser comparado com os STs ja descritos em bancos de dados. Os bancos de
dados que contém o maior numero de espécies e isolados sao os curados
pelo Instituto Pasteur - Paris, Franca (www.pasteur.fr/mlst) e o banco Pub-
MLST, disponivel no site http://pubmlst.org/.



http://www.pasteur.fr/mlst
http://pubmlst.org/
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Através dessa metodologia, e com a ajuda dos bancos de dados, ja foi pos-
sivel identificar alguns clones multirresistentes circulantes mundialmente. O
clone ST131 de E. coli tem sido associado a disseminacao da ESBL CTX-M-15
em diferentes partes do mundo®. A disseminacao da carbapenemase KPC
em isolados de K. pneumoniae também tem sido associada a um comple-
xo clonal, o CC258, que ja foi descrito nas Américas, na Europa e na Asia,
e alguns dos STs pertencentes a esse complexo clonal (ST437 e ST11) tém
sido considerados os mais prevalentes circulando no Brasil carreando o gene
bla,,.. Um complexo clonal é formado por STs filogeneticamente bem proxi-
mos, com diferencas em apenas um ou dois genes analisados no MLST (de-
pendendo da espécie). Em A. baumanni, os complexos clonais CC109 e CC92,
inicialmente encontrados na Europa, denominados de clone epidémico glo-
bal (GC) 1 e 2 respectivamente, tém sido observados em diferentes partes
do mundo. O mesmo também tem sido observado para MRSA, a maioria dos
clones epidémicos pertence a oito principais complexos clonais CC1, CC5,
C(C8, CC22, CC30, CC45, CC59 and CCs0™.

Técnicas baseadas em Sequenciamento de Nova Geracao

O sequenciamento de Sanger foi uma das primeiras metodologias propostas
para o sequenciamento de DNA e tem sido extensivamente utilizada para
determinacao de alelos de genes. Isso significa que apenas uma pequena
fracao do gendtipo de um individuo, usualmente aqueles genes que foram
selecionados, é avaliada. Com o intuito de superar essa problematica, as no-
vas metodologias de sequenciamento em massa de DNA tém sido utilizadas
para diferenciacao dos isolados. Todas as metodologias de sequenciamento
do genoma total que surgiram apds o método de Sanger sao chamadas de
Sequenciamento de Nova Geracao (NGS, “New Generation Sequencing”)'.

A primeira geracao de sequenciadores era composta pela automatiza¢ao do
sequenciamento de Sanger, com a plataforma ABI 3700, o primeiro sequen-
ciador utilizando eletroforese capilar. Na segunda geracao de sequenciado-
res destacam-se as plataformas 454 da Roche, lonTorrent da Life Techonolo-
gies e MiSeqg/HiSeq da Illlumina, baseadas nas metodologias de pirosequen-
ciamento, alteracao de pH e sequenciamento em ponte, respectivamente,
sendo que o mais utilizado atualmente é o Miseq da lllumina.

A tecnologia 454 que, conforme mencionado, utiliza a metodologia de piro-
sequenciamento, se difere do método de Sanger pelo fato de que se baseia
na deteccao da liberacao de pirofosfato quando ocorre a incorporagao de
nucleotideos, ao invés da terminacao da cadeia com dideoxinucleotideos. O
DNA total é fragmentado e, em seguida, sequéncias adaptadoras sao ligadas
nas extremidades. O DNA entao é amplificado em beads microscépicas, atra-
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vés de PCR em emulsao. Nessa tecnologia, a sintese de DNA é mediada pelas
enzimas (ATP sulfurilase e luciferase) e os substratos (adenosina 5’ fosfosul-
fato e luciferina). Durante a adicdo de um nucleotideo, o grupo pirofosfato é
liberado e gera a producao de luz detectavel.

O lonTorrent € um pHmetro de DNA. Através de chips semicondutores, o
equipamento é capaz de detectar a alteragao minima de pH pela liberacao
deions de hidrogénio (H*) toda vez que a DNA polimerase insere um nucleo-
tideo e o sinal quimico é transformado em digital. Esta técnica elimina o uso
de nucleotideos marcados e lasers. O DNA total é fragmentado, ligado a uma
bead e inseridas nos po¢os do chip, todos os reagentes para polimerizacao
da cadeia de DNA sao adicionados a reacao e a liberacao de H* é captada
sempre que um nucleotideo diferente é inserido. Para isso, é adicionado um
nucleotideo por vez, A, T, C ou G. Se o nucleotideo nao for adicionado, nao
ocorre alteracao de pH e ele é retirado da reacao, que logo em seguida insere
o proéximo nucleotideo™.

Os equipamentos MiSeq e HiSeq baseiam-se no sequenciamento através de
PCR em ponte. Inicialmente, o DNA total é fragmentado e, a esse DNA, sao
ligados adaptadores (um diferente em cada uma das extremidades, 5’ e 3’),
que permitem a fixacao dos fragmentos de DNA a placa de sequenciamen-
to, onde se encontram adaptadores complementares fixados. Apds o anela-
mento, uma estrutura em ponte é formada. Os nucleotideos marcados com
fluoréforos distintos sao inseridos pela DNA polimerase e a leitura do sinal
da fluorescéncia é captada. Apds o término do primeiro ciclo, essa estrutura
em ponte é desfeita. Subsequentemente, 35 ciclos sdo repetidos, o que gera
aproximadamente mil copias de cada fragmento, formando um cluster. A lei-
tura da sequéncia de bases é realizada através da andlise sequencial das ima-
gens capturadas em cada ciclo. A plataforma MiSeq gera até 7 gigabases de
dados em cada corrida, o que a torna mais adequada ao estudo de genomas
bacterianos. Ja a plataforma HiSeq é mais robusta, possibilitando a geracao
de 300 gigabases de dados, para cada corrida e tem sido utilizada para o
sequenciamento de genomas maiores e mais complexos, como 0 genoma
humano®.

A terceira geracao de sequenciadores é composta pela metodologia de mo-
lécula Unica em tempo real, do inglés “Single-Molecule Real-Time” (SMRT),
desenvolvida pela Pacific BioSciences (PacBio), podendo ser chamada de se-
quenciamento SMRT ou sequenciamento PacBio. A reacdao ocorre em uma
célula contendo cerca de 150.000 pocos, que sao chamados de “Zero-Mode
Wave guides” (ZMWs). O DNA alvo é fragmentado e ligado a adaptadores
que transformam as fitas em moldes circulares, para que entdo ocorra o se-
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guenciamento. Para o sequenciamento, sao utilizados a DNA polimerase e
os nucleotideos marcados fluorescentemente. A fluorescéncia é detectada
por um laser na parte inferior de cada ZMWs, sendo a leitura mostrada em
tempo real™.

A quarta geracdo de sequenciadores é composta pelo Nanopore da Oxford
(sequenciamento por nanoporos). Este sequenciador tem a vantagem de ser
portatil, o que permite sua utilizacao em qualquer lugar ou ambiente, pesa
cerca de 100 gramas e tem entrada USB para computador. Essa metodolo-
gia baseia-se na leitura de uma molécula de DNA conforme esta atravessa o
nanoporo. O DNA é colocado em uma membrana que possui 0s nanoporos.
E aplicada uma diferenca de potencial entre os dois lados da membrana ge-
rando uma corrente idnica que passa pelos poros e é medida por sensores
do aparelho. A cada base nucleotidica que passa pelo poro é detectada uma
alteracao na amperagem, que é caracteristica de cada base, permitindo o
sequenciamento. Teoricamente, através dessa metodologia, é possivel iden-
tificar todas as bases de uma molécula inteira.

O sequenciamento total do genoma (STG) bacteriano tem se tornado uma
chave poderosa para investigacdes epidemioldgicas, pois permite acessar
vdrias informac¢des de forma rapida e eficiente. Todas as metodologias for-
necem milhares de informacdes sobre o microrganismo em questao. Através
desses dados, é possivel procurar por mecanismos de resisténcia cromosso-
micos ou carreados em elementos genéticos moveis; comparar as platafor-
mas genéticas responsaveis por essa disseminacao; detectar genes de viru-
|éncia e; determinar a similaridade genética entre dois isolados'®.

Entretanto, essas metodologias fornecem vaérios fragmentos de DNA (reads)
que necessitam ser unidos em uma sequéncia maior, porém os genomas
bacterianos possuem grande quantidade de sequéncias repetidas (como
elementos genéticos méveis), o que dificulta a montagem pela sobrepo-
sicao destas regides. Assim, muitas vezes, a uniao dos fragmentos obtidos
acaba gerando mais de uma sequéncia final (chamados de contigs). Apds
gerar os contigs, é necessario encontrar os genes dentro do genoma através
da etapa de anotacao génica. Essa etapa inclui também a determinacao da
funcdo desses genes. Os resultados de cada etapa precisam passar por um
processo de curadoria, para validar os resultados obtidos. Para cada etapa
existe uma ferramenta computacional especifica, que em sua maioria sao
disponiveis para utilizacdo no sistema operacional Linux’8"®,
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Videos llustrativos

Com o objetivo de facilitar a compreensao das principais técnicas laboratoriais des-
critas neste médulo, estao apresentados a seguir videos ilustrativos, correspondentes
a cada capitulo.

« Capitulo 4:

Disco difusao

Autoria: EUCAST

Descricao: Apresenta-se aqui a metodologia de disco difusao (Kirby-Bauer), para a
realizacao do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Os videos incluem deta-
Ihes sobre a preparacao do inéculo, a inoculagao das placas, a aplicacao dos discos e
aincubacao das placas. Além disso, orienta como fazer a leitura das zonas de inibicao
e a interpretacao dos resultados.

Link para acesso: https://www.youtube.com/watch?v=GXIpw;j5f11k&list=PLQU_
kWRWBId694u9cLr4asinonWSzr9Rf&index=6

Microdiluicao em Caldo

Autoria: Prof. Dr. Marcelo Pillonetto — Laboratério Central do Estado do Parana (LACEN/
PR) e Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR)

Descricao: Apresenta-se aqui a metodologia de preparo, inoculacgao e leitura de pla-
cas de microdiluicao em caldo, conforme as orientacdes do EUCAST/BrCAST, para de-
terminar a susceptibilidade a Polimixina B. O ouvinte deve estar atento para o fato
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de que, embora baseado em recomendacbes padronizadas, pode haver variacdes na
metodologia como o uso de vidrarias, pipetas, volumes e descartdveis alternativos
aos aqui apresentados.

Link para acesso: https://youtu.be/QwHk6VM1leo

- Capitulo 5:
Teste fenotipico colorimétrico de deteccao de carbapenemases: CarbaNP

Autoria: Dra. Ana Paula D’ Alincourt Carvalho Assef e Dr. Claudio Marcos Rocha de
Souza - Instituto Oswaldo Cruz

Descricao: Apresenta-se 0 passo a passo para a execucao do teste colorimétrico
CarbaNP que é um teste fenotipico rapido para deteccao da producéo de carbapene-
mases em Enterobactérias e Pseudomonas e baseia-se na visualizacdao da hidrélise do
imipenem pela carbapenemase através da alteracdao do pH e consequente mudancga
da cor do indicador de pH vermelho de fenol. Para este teste, é necessdria uma lise
celular prévia.

Link para acesso: https://youtu.be/t_sQslieNuU

Teste fenotipico colorimétrico de deteccao de carbapenemases: BlueCarba

Autoria: Dra. Ana Paula D’ Alincourt Carvalho Assef e Dr. Claudio Marcos Rocha de
Souza - Instituto Oswaldo Cruz

Descricao: Apresenta-se 0 passo a passo para a execucao do teste colorimétrico
BlueCarba que é um teste fenotipico rapido para a deteccao da producao de carbape-
nemases em Enterobactérias e Pseudomonas. Este teste é um derivado do teste Carba
NP e baseia-se na visualizacao da hidrélise do imipenem pela carbapenemase através
da alteracao do pH e consequente mudanca da cor do indicador de pH azul de bro-
motimol. Diferente do CarbaNP, o Blue carba nao necessita de lise bacteriana prévia.

Link para acesso: https://youtu.be/gONNxy4lbjg

Teste fenotipico colorimétrico de deteccao da resisténcia as polimixinas: Rapid
polymyxin NP test

Autoria: Dra. Ana Paula D’ Alincourt Carvalho Assef e Dr. Claudio Marcos Rocha de
Souza - Instituto Oswaldo Cruz
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Descricao: Apresenta-se 0 passo a passo para a execucao do teste colorimétrico Rapid
polymyxin NP test que é um teste fenotipico de deteccao rapida da resisténcia as
polimixinas em Enterobactérias. Este teste baseia-se deteccao do crescimento bac-
teriano na presenca de colistina através da observacao da metabolizacdo da glicose,
com alteragao do pH e consequente mudanca de cor do indicador de pH vermelho
de fenol.

Link para acesso: https://youtu.be/T5B;jl82Gk20

mCIM, eCIM e sCIM

Autoria: Prof. Dra. Andreza Francisco Martins e Otavio von Ameln Lovison -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Descricao: Neste video estao apresentados os procedimentos para a realizacao das
técnicas MCIM, ECIM e SCIM utilizadas para a pesquisa de carbapenemases. Detalham-
se todas as etapas de desenvolvimento metodoldgico e interpretacao dos resultados.
O ouvinte deve estar atento para o fato de que, embora baseado em recomendacdes
padronizadas, pode haver variagées na metodologia como o uso de vidrarias, pipetas
e descartaveis alternativos aos aqui apresentados.

Link para acesso: https://youtu.be/-dvNmLepHFc

Deteccao de carbapenemases através da utilizacao de inibidores enzimaticos

Autoria: Prof. Dra. Andreza Francisco Martins e Otavio von Ameln Lovison -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Descricao: Neste video estao apresentados os procedimentos para a realizacao da
pesquisa de carbapenemases utilizando inibidores/potenciadores enzimaticos: acido
fenilboronico, EDTA e cloxacilina. Detalham-se todas as etapas de desenvolvimento
metodoldgico e interpretacao dos resultados. Indica-se bibliografia complementar
para consulta, especialmente no preparo dos insumos. O ouvinte deve estar atento
para o fato de que, embora baseado em recomendacgdes padronizadas, pode haver
variacdes na metodologia como o uso de vidrarias, pipetas e descartaveis alternati-
vOs aos aqui apresentados.

Link para acesso: https://youtu.be/SY7dPNQICNk
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- Capitulo 6:
PCR multiplex convencional para a deteccao de genes de carbapenemases

Autoria: Dra. Ana Paula D’ Alincourt Carvalho Assef e Dr. Claudio Marcos Rocha de
Souza - Instituto Oswaldo Cruz

Descricao: Apresenta-se 0 passo a passo para a execucao da técnica de PCR multi-
plex convencional para a deteccao de trés genes de carbapenemases (bla,,, bla, .,

e bla,, ,.), desde a extracao do DNA até a visualizacao dos produtos amplificados.
Este teste pode ser usado para a deteccao de genes de carbapenemases assim como
outros genes de resisténcia de interesse epidemioldgico, e baseia-se na amplificacdo

in vitro de fragmentos especificos de DNA.

Link para acesso: https://youtu.be/WQw-u-7aR_k

PCR em tempo real (qPCR)

Autoria: Prof. Dr. Marcelo Pillonetto — Laboratorio Central do Estado do Parana (LACEN/
PR) e Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR)

Descricao: Metodologia aplicada para a pesquisa genotipica de genes de resisténcia
por técnicas moleculares. Foi utilizado, a titulo de exemplo, a pesquisa dos genes de
carbapenemases, que codificam as enzimas KPC, NDM e o gene de resisténcia movel
a colistina, mcr-1. O ouvinte deve estar atento para o fato de que, embora baseado
em um protocolo oficial (CDC), pode haver variacdes na metodologia como volume
de reagentes e equipamentos, uso de vidrarias, pipetas e descartaveis alternativos
aos aqui apresentados.

Link para acesso: https://youtu.be/B-cEFNwax1A
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